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Abstrak

Resistensi antibiotik merupakan isu kesehatan penting yang berkaitan
dengan penyebaran bakteri resisten dari peternakan ayam ke
lingkungan. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan
mengidentifikasi Escherichia coli dari perternakan ayam serta
menentukan profil kepekaan antibiotiknya. Sampel diambil dari
peternakan ayam di Bantul, Yogyakarta. Penelitian diawali dengan
isolasi bakteri E. coli, diikuti pewarnaan Gram serta identifikasi
molekuler dengan gen uspA. Uji sensitivitas antibiotik dilakukan
menggunakan metode Kirby-Bauer terhadap antibiotik ampisilin,
tetrasiklin dan kloramfenikol. Hasil menunjukkan bahwa 4 dari 8
isolat (A2, A4, B2, B3) merupakan positif bakteri E. coli, ditandai
dengan koloni hijau metalik pada EMBA dan pita DNA sepanjang
884 bp pada hasil elektroforesis gen wuspA. Uji resistensi
menunjukkan seluruh isolat resisten terhadap ampisilin (100%),
sedangkan terhadap tetrasiklin dan kloramfenikol menunjukkan hasil
yang lebih rendah (50%). Temuan ini mengindikasikan adanya
potensi penyebaran bakteri resisten dari peternakan ayam sehingga
diperlukan pengawasan penggunaan antibiotik dan pemantauan
resistensi secara berkala.

Abstract

Antibiotic resistance is an important public health issue related to the
spread of resistant bacteria from poultry farms to the environment.
This study aimed to isolate and identify Escherichia coli from poultry
farms and to determine its antibiotic susceptibility profile. Samples
were collected from poultry farms in Bantul, Yogyakarta. The study
conducted with the isolation of E. coli, followed by Gram staining
and molecular identification using the usp4 gene. Antibiotic
sensitivity testing was conducted using the Kirby-Bauer method
against ampicillin, tetracycline, and chloramphenicol. Results
showed that 4 out of 8 samples (A2, A4, B2, B3) were identified as
E. coli, indicated by green metallic colonies on EMBA and a DNA
band of 884 bp in uspA gene electrophoresis. Resistance testing
revealed that all isolates were resistant to ampicillin (100%), while
resistance to tetracycline and chloramphenicol was lower (50%).
These findings indicate the potential for the spread of resistant
bacteria from the poultry farm, so regular monitoring of antibiotic use
and resistance monitoring is needed.
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1. Pendahuluan

Antibiotik merupakan senyawa yang digunakan untuk menghambat atau membunuh
bakteri penyebab infeksi [1]. Resistensi antibiotik merupakan ancaman serius bagi kesehatan
masyarakat global, ditandai dengan menurunnya efektivitas antibiotik dalam mengatasi
infeksi bakteri [2]. Penggunaan antibiotik yang tidak rasional, berlebihan, atau dalam jangka
waktu panjang dapat menyebabkan bakteri mengembangkan mekanisme resistensi [3].
Kondisi ini terjadi ketika bakteri mengembangkan mekanisme untuk bertahan terhadap
pengaruh antibiotik, sehingga pengobatan standar menjadi tidak efektif, infeksi lebih sulit
dikendalikan, dan risiko kematian meningkat [4]. WHO memperkirakan bahwa resistensi
antimikroba menyebabkan sekitar 700.000 kematian setiap tahun [5].Tidak hanya terbatas
pada kesehatan manusia, penggunaan antibiotik dalam sektor peternakan juga turut
menyumbang terhadap perkembangan resistensi [6]. Praktik pemberian antibiotik pada
hewan ternak, khususnya unggas, dilakukan tidak hanya untuk mengobati penyakit, tetapi
juga untuk pencegahan infeksi dan sebagai promotant pertumbuhan [7]. Dalam sistem
peternakan intensif, seperti pada peternakan ayam broiler, antibiotik kerap diberikan secara
massal melalui pakan atau air minum tanpa dosis yang tepat, sehingga memperbesar
kemungkinan seleksi dan proliferasi bakteri resisten [8]. Bakteri resisten yang muncul di
lingkungan peternakan dapat menyebar ke manusia melalui berbagai jalur, seperti kontak
langsung dengan hewan ternak, konsumsi produk hewan yang terkontaminasi, maupun
melalui media lingkungan seperti air dan tanah [9].

Salah satu bakteri yang sering dijadikan indikator dalam studi resistensi antibiotik
adalah Escherichia coli, yang secara alami hidup di saluran pencernaan hewan dan manusia
[10]. Meskipun sebagian besar strain E. coli bersifat komensal, beberapa strain patogen dapat
menyebabkan penyakit serius. Keberadaan E. coli yang resisten terhadap berbagai jenis
antibiotik di peternakan merupakan indikasi kuat adanya tekanan seleksi akibat penggunaan
antibiotik dan berpotensi menjadi sumber penyebaran resistensi di lingkungan [11]. Jika E.
coli pada unggas resisten terhadap antibiotik, infeksi menjadi sulit diobati sehingga
meningkatkan risiko kematian unggas, penularan ke manusia, dan penyebaran resistensi
antimikroba di lingkungan. Berbagai studi terdahulu telah menunjukkan tingginya
prevalensi resistensi antimikroba pada E. coli yang diisolasi dari lingkungan peternakan
unggas dan produk turunannya di berbagai negara. Penelitian di Ghana mengungkapkan
bahwa isolat E. coli dari ayam mentah dan feses unggas menunjukkan resistensi tinggi
terhadap tetrasiklin [12]. Dukungan terhadap temuan ini diperkuat oleh studi di Nepal yang
melaporkan bahwa 91,6% isolat E. coli dari ayam broiler dan breeder membawa gen
resistensi seperti blaTEM, mcrl, sull, dan tetB, dengan resistensi tertinggi terhadap
ampisilin (99,4%) [13]. Di Indonesia, 62% isolat dari swab kloaka ayam di Blitar resisten
terhadap ampisilin [14]. Tingginya angka resistensi ini menunjukkan perlunya pemantauan
resistensi antimikroba di berbagai daerah. Profil resistensi E. coli penting diteliti karena
bakteri ini dapat bertindak sebagai indikator untuk mengukur dampak penggunaan antibiotik
di lingkungan, termasuk peternakan [15].

Saat ini belum banyak studi yang mengkaji profil resistensi E.coli di wilayah Bantul,
Yogyakarta. Wilayah Bantul dipilih sebagai lokasi pengambilan sampel karena merupakan
salah satu sentra peternakan ayam di Yogyakarta yang memiliki aktivitas budidaya unggas
intensif. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi
secara molekuler bakteri E. coli dari peternakan ayam di Bantul, Yogyakarta, serta
menentukan profil kepekaan isolat terhadap antibiotik ampisilin, tetrasiklin, dan
kloramfenikol. Isolasi cepat E. coli dari sampel umumnya digunakan media spesifik seperti
Eosin-Methylene Blue (EMB) agar [16]. Dalam penelitian ini digunakan media EMB agar
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untuk isolasi bakteri E. coli dan dilanjutkan dengan deteksi secara molekuler menggunakan
gen penanda spesifik bakteri E.coli yaitu gen uspA. Gen uspA dipilih karena gen ini berperan
penting dalam kelangsungan hidup, adhesi, dan motilitas sel E. coli, serta telah banyak
digunakan secara luas sebagai marker molekuler untuk konfirmasi keberadaan E. coli [17].
Penelitian ini dilakukan untuk melengkapi data resistensi E. coli di wilayah yang belum
banyak terlaporkan, serta membandingkan hasilnya dengan tren resistensi di daerah lain
maupun negara lain yang telah diteliti sebelumnya.

2. Metode Penelitian

Instrumentasi. Penelitian ini menggunakan berbagai alat dan bahan untuk
pengambilan sampel hingga uji resistensi antibiotik. Alat-alat yang digunakan meliputi
timbangan digital, vortex, timbangan analitik, inkubator, microwave, oven, UV
transilluminator, minicentrifuge, PCR, alat elektroforesis, autoklaf, mikroskop, kamera,
mikropipet dan lain-lain. Bahan-bahan yang digunakan meliputi media Escherichia coli
Broth (ECB), Eosin Methylen Blue Agar (EMBA), Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth
(NB), Mueller Hinton Agar (MHA), NaCl 0,85%, kertas cakram antibiotik (ampisilin,
tetrasiklin, kloramfenikol), kristal violet, iodin, safranin, minyak imersi, primer uspA,
DreamTaq Green PCR Master Mix, agarose, ddH-O, TAE 0,5X, DNA ladder, staining gel,
alkohol 70%, spirtus, akuades, kaca objek, kaca penutup, kapas, dan tisu.

Pengambilan sampel. Sampel feses ayam diambil dari dua peternakan di Kabupaten
Bantul, Yogyakarta, dengan masing-masing peternakan diambil dari sisi timur, barat, selatan
dan utara. Izin secara lisan dilakukan sebelum pengambilan sampel kepada pemilik/manajer
peternakan. Sampel kemudian dibawa ke laboratorium untuk dianalisis.

Isolasi sampel. [solasi bakteri E. coli dilakukan dengan memasukkan 1 gram sampel
feses ke dalam tabung reaksi berisi 9 ml media ECB steril, kemudian diinkubasi pada suhu
44°C selama 24 jam. Selanjutnya, 1 ml kultur dari tabung tersebut dipindahkan ke tabung
reaksi ECB lain yang berisi tabung Durham terbalik dan diinkubasi kembali selama 24 jam
pada suhu 44°C. Tabung yang menunjukkan kekeruhan dan adanya gelembung dianggap
positif mengandung E. coli [18]. Kultur tersebut kemudian diinokulasikan ke media EMBA
menggunakan metode four-way streak dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Koloni
yang tumbuh berwarna hijau metalik menunjukkan adanya E. coli. Koloni ini kemudian
diambil menggunakan ose steril dan diinokulasikan ke media NA miring secara aseptis untuk
membuat kultur stok, yang kemudian disimpan pada inkubator dengan suhu 37°C.
Pewarnaan gram dilakukan pada semua isolat untuk mengamati morfologi sel dibawah
mikroskop.

Identifikasi isolat. Identifikasi isolat dilakukan dengan didasarkan pada deteksi gen
uspA yang merupakan gen penanda spesifik bakteri E.coli [19]. Pertama, bakteri
ditumbuhkan pada media NB selama 16-18 jam pada suhu 37°C, kemudian kultur
disentrifugasi secara aseptis dan pelet bakteri dilarutkan dalam 100 pl ddH-O dan divortex.
DNA genom hasil preparasi tersebut kemudian diamplifikasi menggunakan metode PCR
dengan primer gen uspA yaitu (primer forward 5’-CCGATACGCTGCCAATCAGT-3’ dan
primer reverse 5’-ACGCAGACCGTAAGGGCCAGAT-3") dan DreamTaq Green PCR
Master Mix. Reaksi PCR dilakukan dalam volume total 12,5 pl, yang terdiri atas 4,5 pl
ddH-0, 0,5 pl primer uspA (forward), 0,5 ul primer uspA (reverse), 6 ul DreamTaq Green
PCR Master Mix, dan 1 pl DNA template. Seluruh komponen dicampurkan dalam tabung
PCR dan dijalankan dalam mesin termal siklus. Siklus PCR terdiri dari denaturasi awal pada
95°C selama 2 menit, diikuti 30 siklus denaturasi pada 94°C selama 30 detik, annealing pada
58°C selama 1 menit, ekstensi pada 72°C selama 1 menit, dan ekstensi akhir pada 72°C



Wulandari dkk., Profil resistensi antibiotik ... 101

selama 5 menit. Hasil amplifikasi divisualisasikan melalui elektroforesis agarose 1,5% dan
keberadaan gen uspA sebesar 884 bp memastikan isolat bakteri sebagai E. coli. Kontrol
positif digunakan bakteri E. coli ATCC 25922 dan kontrol negatif adalah No Template
Control (NTC).

Uji resistensi antibiotik. Pengujian resistensi bakteri terhadap antibiotik dilakukan
dengan metode Kirby-Bauer. Kultur bakteri disamakan kekeruhannya dengan standar
McFarland 0,5 (sekitar 1,5 x 103 CFU/mL), kemudian suspensi bakteri disebarkan merata di
atas media MHA menggunakan swab steril. Kertas cakram antibiotik ampisilin, tetrasiklin,
kloramfenikol dan disk kontrol diletakkan merata di atas media dan ditekan dengan pinset
agar menempel dengan baik. Media kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
dalam posisi terbalik. Setelah inkubasi, zona hambat diukur dan dianalisis berdasarkan
kriteria Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) untuk menentukan sensitivitas
bakteri terhadap antibiotik.

Analisis data. Data yang diperoleh dari pengujian resistensi bakteri E. coli terhadap
antibiotik dianalisis secara deskriptif dan kuantitatif. Pengukuran dilakukan terhadap
diameter zona hambat pada media MHA untuk masing-masing antibiotik (ampisilin,
tetrasiklin, dan kloramfenikol). Interpretasi hasil resistensi dilakukan berdasarkan standar
CLSI, yang mengelompokkan isolat ke dalam kategori: Sensitif (S), Intermediet (I), dan
Resisten (R). Selanjutnya, data disajikan dalam bentuk tabel untuk menunjukkan resistensi
terhadap masing-masing antibiotik.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1 Hasil Penelitian

Sebanyak delapan sampel diambil dan dilakukan isolasi bakteri untuk menumbuhkan
E. coli. Pertumbuhan bakteri positif di media ECB ditandai dengan keruhnya larutan, yang
selanjutnya dikonfirmasi dengan munculnya gas pada tabung durham terbalik. Setelah
inkubasi pada suhu 44°C selama 24 jam, pembentukan gas dan keruh pada tabung
menandakan adanya E. coli. Semua sampel menunjukkan hasil positif pada tabung Durham.
Pada media EMBA sampel A2, A4, B2, dan B3 menghasilkan koloni berwarna hijau metalik
khas E. coli, sementara sampel Al, A3, B1, dan B4 menunjukkan koloni tidak berwarna
yang menandakan hasil negatif (Tabel 1 dan Gambar 1).

Tabel 1. Hasil pengujian pada isolat yang diduga E. coli

Kode Sampel Pertumbuhan pada media EMBA Pewarnaan Gram
A2 Positif (hijau metalik) Basil, gram negatif
A4 Positif (hijau metalik) Basil, gram negatif
B2 Positif (hijau metalik) Basil, gram negatif
B3 Positif (hijau metalik) Basil, gram negatif

Pengamatan morfologi sel dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran
1000x dan pewarnaan Gram menggunakan kristal violet, iodin, dan safranin. Tabel 1.
menunjukkan bahwa sampel A2, A4, B2, dan B3 memiliki morfologi bakteri berbentuk
batang (basil) berwarna merah (Gram negatif).
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Al A2 A3 Ad
Bl B2 B3 B4

Gambear 1. Hasil pertumbuhan koloni isolat bakteri pada media EMBA yang diinkubasi pada suhu 36°C selama
24 jam

Identifikasi lebih lanjut dilakukan menggunakan teknik PCR dengan primer gen
uspA. Pada Gambar 2 menunjukkan pita DNA dengan panjang amplicon 884 bp pada semua
sampel (A2, A4, B2, B3), sesuai dengan ukuran target gen uspA pada E. coli.

K+ K- A2 A2 A4 A4 B2 B2 B3

Gambar 2. Hasil UV Transilumaninator gen uspA4 ( ~884 bp). Kontrol positif digunakan bakteri E. coli ATCC
25922 dan kontrol negatif adalah No Template Control (NTC). Marker digunakan 1kb DNA Ladder pada gel agarosa
1,5%

Uji sensitivitas antibiotik dilakukan menggunakan metode difusi cakram dengan dua
kali pengulangan. Hasil pengujian ditampilkan pada Gambar 3 dan Tabel 2. Pengukuran
zona hambat terhadap antibiotik ampisilin menunjukkan bahwa seluruh isolat (A2, A4, B2,
dan B3) tidak membentuk zona hambat, yang mengindikasikan resistensi 100% terhadap
antibiotik tersebut.

Gambar 3. Hasil uji resistensi antibiotik padaisolat A2, A4, B2 dan B3. Antibiotik ampisilin (AMP), tetrasiklin
(TET), dan kloramfenikol (CHO)
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Tabel 2. Diameter zona hambat berbagai jenis antibiotik terhadap isolat E. coli
No Antibiotik Diameter Zona Hambat (mm)

Persentase Resistensi

A2 Ad B2 B3

1 Ampisilin 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 100%
2 Kloramfenikol 0 (R) 29 (S) 29 (S) 9,5 (R) 50%
3 Tetrasiklin 12 (1) 5 (R) 10 (R) 12 (1) 50%

Keterangan: R = Resisten; | = Intermediet; S = Sensitif

3.2 Pembahasan

Pada penelitian ini terdapat 8 sampel yang dianalisis dan 4 sampel menunjukkan hasil
yang positif pada media EMBA. EMBA digunakan untuk identifikasi E. coli karena media
ini mengandung laktosa sebagai sumber fermentasi dan pewarna Eosin Y serta Methylene
Blue yang berfungsi sebagai indikator pH dan agen selektif (menghambat bakteri Gram
positif). E. coli yang merupakan fermenter laktosa kuat akan menghasilkan asam dalam
jumlah tinggi, menurunkan pH dan menyebabkan pewarna menempel pada koloni sehingga
membentuk kilau hijau metalik yang khas [20], [21]. Sampel positif kemudian diuji
pewarnaan Gram untuk konfirmasi mikroskopis.

E. coli merupakan jenis bakteri yang memiliki morfologi basil (batang) dan
merupakan Gram negatif [22]. Warna merah safranin diperoleh karena bakteri Gram negatif
kehilangan pewarna kristal violet setelah perlakuan alkohol dan kemudian menyerap
safranin. Perbedaan warna ini terkait dengan struktur dinding sel pada E. coli yang
merupakan bakteri Gram negatif, dimana memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis
[23]. Dengan demikian, berdasarkan karakter morfologi sel diperoleh 4 isolat yang diduga
kuat E. coli.

Data pengamatan morfologi sel bakteri diperkuat dengan identifikasi lebih lanjut
menggunakan teknik PCR dengan primer gen uspA. Hasil yang diperoleh menunjukkan
adanya pita DNA berukuran sekitar 884 bp menandakan bahwa sampel positif mengandung
E. coli. Gen uspA berfungsi sebagai penanda genetik yang spesifik dalam identifikasi E. coli
[24]. Gen ini mengkode protein stres universal yang diekspresikan saat bakteri mengalami
kondisi lingkungan yang tidak optimal, seperti rendahnya kadar nutrisi atau perubahan suhu
ekstrem [25]. Ekspresi protein ini mencerminkan adaptasi fisiologis E. coli terhadap tekanan
lingkungan. Penggunaan gen uspA juga telah berhasil diterapkan dalam penelitian
sebelumnya, yang berhasil mengidentifikasi E. coli dari perternakan ayam di Sukabumi,
Indonesia, dengan hasil amplifikasi gen usp4 pada amplicon sepanjang 884 bp sebagai
konfirmasi keberadaan E. coli [25].

Hasil positif untuk 4 sampel positif E. coli selanjutnya dilakukan uji sensitivitas
terhadap 3 jenis antibiotik yaitu ampisilin, kloramfenikol, dan tetrasiklin. Ampisilin
merupakan antibiotik kelas B-laktam. Seiring dengan penggunaan kelas antibiotik B-laktam
yang luas, terjadi peningkatan kolonisasi saluran pencernaan oleh bakteri penghasil
extended-spectrum [-lactamase (ESBL) di peternakan unggas komersial maupun pada
manusia [26]. Resistensi terhadap ampisilin pada E. coli umum terjadi karena produksi
enzim P-laktamase yang mampu menghidrolisis cincin -laktam pada antibiotik tersebut
[27]. Studi yang dilakukan terhadap isolat E. coli dari usap kloaka ayam pedaging sehat
menunjukkan bahwa resistensi terhadap ampisilin mencapai 100%, serupa dengan temuan
dalam penelitian ini [28].

Uji resistensi antibiotik kloramfenikol pada penelitian ini menunjukkan dua isolat
(A2 dan B3) bersifat resisten. Hal ini menunjukkan bahwa dibandingkan antibiotik
ampisilin, resistensi isolat terhadap kloramfenikol lebih rendah (50%). Antibiotik
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kloramfenikol bekerja dengan menghambat sintesis protein bakteri, tetapi resistensi dapat
timbul melalui mekanisme asetilasi oleh enzim kloramfenikol asetiltransferase atau melalui
sistem efluks [29]. Tren yang sama juga dilaporkan dari penelitian lain diantaranya yaitu
dari Spanyol [30], Cina [31], dan Bangladesh [32] yang melaporkan resistensi isolat bakteri
E. coli dari unggas terhadap kloramfenikol lebih rendah khususnya dibandingkan dengan
resistensi terhadap ampisilin.

Pada antibiotik tetrasiklin, dua isolat (A4 dan B2) juga menunjukkan resistensi
(50%). Resistensi terhadap tetrasiklin umumnya terjadi akibat ekspresi protein efluks atau
protein yang melindungi ribosom bakteri dari ikatan tetrasiklin [33]. Selain itu, gen-gen
resisten seperti tetA dan fetB telah banyak diidentifikasi pada isolat E. coli dari unggas [34].
Hasil penelitian ini sejalan dengan beberapa studi sebelumnya yang menunjukkan bahwa
isolat E. coli dari unggas menunjukkan tingkat resistensi yang tinggi terhadap tetrasiklin
[35]. Temuan ini menunjukkan bahwa isolat E. coli dari peternakan ayam di Bantul memiliki
tingkat resistensi yang cukup tinggi terhadap antibiotik ampisilin, kloramfenikol, dan
tetrasiklin. Pola resistensi ini mencerminkan kemungkinan adanya tekanan seleksi akibat
penggunaan antibiotik di sektor peternakan. Pemantauan resistensi antimikroba secara
berkala dan penerapan prinsip penggunaan antibiotik yang bijak diperlukan untuk mencegah
penyebaran lebih lanjut ke lingkungan, hewan lain, maupun manusia.

4. Kesimpulan

Penelitian ini menunjukkan bahwa profil resistensi antibiotik dari isolat E. coli dari
peternakan ayam di Bantul, Yogyakarta menunjukkan persentase resistensi terhadap
ampisilin (100%), sedangkan resistensi terhadap tetrasiklin dan kloramfenikol lebih rendah
(50%). Temuan ini mengindikasikan adanya potensi penyebaran bakteri resisten antibiotik
di peternakan yang dapat berdampak terhadap lingkungan.
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