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ABSTRAK

MUTIARA PUTRI WIRASANDI. Deteksi Gen Resistansi Antibiotik Makrolida
pada Isolat Escherichia coli dari Kotoran Sapi Perah di Kota Bogor. Dibimbing
oleh HADRI LATIF dan TRIOSO PURNAWARMAN.

Resistansi antimikrob merupakan ancaman global bagi kesehatan manusia, hewan,
dan lingkungan. Peternakan sapi perah berpotensi menjadi reservoir bakteri resistan
akibat penggunaan antibiotik. Penelitian ini bertujuan mendeteksi gen resistansi
makrolida pada isolat Escherichia coli dari kotoran sapi perah di Kota Bogor.
Sampel diambil dari 15 peternakan di Kelurahan Kebon Pedes yang telah
dikonfirmasi pada penelitian sebelumnya. Kemudian dilakukan deteksi gen
resistansi dengan MinlON Oxford Nanopore Technologies dan dilanjutkan analisis
bioinformatika. Hasil menunjukkan 13 dari 15 isolat (86,67%) membawa gen
resistansi makrolida, dengan gen mef(B) I terdeteksi di 7 peternakan (46,97%) dan
gen mph(A) 2 terdeteksi di 6 peternakan (40,02%) Gen mef(B) [ lebih dominan
pada isolat E. coli dibandingkan gen mph(4) 2 dan kedua gen umumnya berada
pada plasmid. Temuan ini menunjukkan bahwa lingkungan peternakan sapi perah
berpotensi menjadi reservoir gen resistansi makrolida.

Kata kunci: Escherichia coli, mef(B) I, mph(A) 2, sapi perah, resistansi
antimikrob, resistansi makrolida.

ABSTRACT

MUTIARA PUTRI WIRASANDI. Detection of Macrolide Antibiotic Resistance
Genes in Escherichia coli Isolated from Dairy Cow Manure in Bogor. Supervised
by HADRI LATIF and TRIOSO PURNAWARMAN.

Antimicrobial resistance is a global threat to human, animal, and environmental
health. Dairy farming has the potential to serve as a reservoir of resistant bacteria
due to antibiotic use, which may promote the selection of resistance genes. This
study aimed to detect macrolide resistance genes in Escherichia coli isolates
obtained from dairy cattle manure in Bogor City. Samples were collected from 15
dairy farms in Kebon Pedes Village that had been confirmed in a previous study.
Resistance gene detection was performed using MinlON Oxford Nanopore
Technologies sequencing, followed by bioinformatics analysis to identify resistance
genes and their genetic locations. The results showed that 13 out of 15 isolates
(86,67%) carried macrolide resistance genes, with the mef(B) 1 gene detected in 7
farms (46,97%) and the mph(A) 2 gene detected in 6 farms (40,02%). The mef(B) 1
gene was more dominant than mph(4) 2, and both genes were generally located on
plasmids. These findings indicate that dairy farm environments may act as
reservoirs of macrolide resistance genes, potentially contributing to the spread of
antimicrobial resistance.

Keywords: antimicrobial resistance, dairy cattle, Escherichia coli, macrolide
resistance, mef(B) I, mph(A4) 1.
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I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Resistansi antimikrob merupakan kondisi mikroorganisme seperti bakteri,
jamur, parasit, dan virus tidak lagi merespon terhadap antimikrob (WHO 2023).
Penggunaan antibiotik yang berlebihan dan dalam jangka waktu yang lama dapat
menimbulkan resistansi mikroorganisme terhadap berbagai antibiotik (multidrug-
resistance) (Pratiwi 2017). Kondisi ini ancaman kesehatan global yang
diperkirakan dapat membunuh sekitar 10 juta jiwa pada tahun 2050 (Murray et al.
2022). Antibiotik dengan spektrum luas memiliki peran penting dalam mengobati
infeksi penyebab bakteri, namun juga memiliki kelemahan, yaitu kurangnya
selektivitas terhadap jenis bakteri tertentu dan potensi untuk mempercepat
penyebaran resistansi di berbagai spesies bakteri. Makrolida sering digunakan
sebagai terapi lini awal dan penggunaannya secara luas dapat mendorong terjadinya
resistansi melalui modifikasi target ribosom, mekanisme efluks, serta transfer
horizontal gen resistansi antarbakteri (Miklasinska-Majdanik 2021; Urban-Chmiel
et al. 2022; Syafitri dan Yerlina 2024) Pembentukan gen resistan antibiotik
menyebabkan gen tersebut dapat disimpan reservoir gen, diturunkan dan disebarkan
(Haug et al. 2014).

Gen resistansi antibiotik dibawa melalui mobile genetic elements (MGEs)
seperti transposons, integrons dan plasmid yang berperan sebagai vektor untuk
mentransfer gen resistansi pada spesies bakteri yang sama maupun berbeda melalui
proses konjungasi, transformasi, dan transduksi (Tang et al. 2014). Penggunaan
antibiotik merupakan salah satu usaha yang paling efekti dalam mengatasi infeksi
bakteri pada hewan ternak. Wilayah dengan risiko penularan penyakit yang tinggi
cenderung meningkatkan penggunaan antibiotik untuk pencegahan maupun
pengobatan, sehingga memperbesar risiko terjadinya resistansi antibiotik (Ibrahim
et al. 2016). Kotoran hewan merupakan sumber utama penyebaran bakteri resistan
ke lingkungan karena mengandung residu antibiotik, bakteri resistan, dan gen
resistansi antibiotik. Kondisi ini menciptakan tekanan seleksi di tanah dan air serta
memfasilitasi perpindahan gen secara horizontal antarbakteri (Urban-Chmiel et al.
2022; Ajayi et al. 2024).

Menurut penelitian Elsharkawy ef al. (2024), terdapat 25 isolat asal kotoran
sapi perah dari peternakan sapi perah di Kebon Pedes, Kota Bogor yang diperiksa
dan seluruhnya teridentifikasi Escherichia coli. Hal tersebut memungkinkan
terjadinya penularan gen resistansi antibiotik yang dilakukan oleh E. coli melalui
kotoran. E. coli berperan sebagai reservoir gen resistansi antibiotik yang dapat
ditularkan secara horizontal melalui mobile genetic elements (MGE) atau secara
vertikal melalui pembelahan sel, dengan plasmid sebagai pembawa utama gen
multidrug resistance (MDR) antarspesies (Zhang et al. 2019). Berdasarkan uraian
di atas, penelitian dilakukan untuk mendeteksi serta menganalisis keberadaan gen
penyandi resistansi antibiotik makrolida pada isolat £. coli dari sampel kotoran sapi
perah asal Peternakan Sapi Perah Kebon Pedes, Kota Bogor melalui pendekatan
whole genome sequencing (WGS).
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1.2 Rumusan Masalah

Antibiotik golongan makrolida banyak digunakan pada industri sapi perah,
namun penggunaan yang tidak bijak dapat memicu resistansi antibiotik yang
berdampak pada manusia dan lingkungan. Kotoran sapi perah berpotensi menjadi
sumber penyebaran bakteri resistan, termasuk Escherichia coli, melalui limbah
feses yang mencemari lingkungan sekitar peternakan dan pemukiman, namun
informasi mengenai resistansi antibiotik secara genotipe menggunakan
tetode sekuensing DNA masih terbatas di Indonesia. Penelitian ini dilakukan
untuk mendeteksi resistansi antibiotik golongan makrolida pada E. coli dari
peternakan sapi perah di Kota Bogor menggunakan metode sekuensing DNA.

1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan mendeteksi dan menganalisis keberadaan gen penyandi
resistansi antibiotik makrolida secara genotipe pada E. coli yang diisolasi dari
Kotoran sapi perah di Peternakan Sapi Perah Kebon Pedes, Kota Bogor.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah menjadi sumber referensi ilmu pengetahuan
terkait gen penyandi resistansi antibiotik secara genotipe berbasis whole genome
sequencing, memberikan informasi kepada peternak terhadap kejadian resistan
makrolida pada E. coli yang diisolasi dari kotoran sapi perah di Kota Bogor. Data
penelitian ini dapat digunakan sebagai langkah antisipasi terhadap dampak negatif
dari E. coli yang resistan terhadap antibiotik khususnya golongan makrolida bagi
kesehatan, serta hasil data dari penelitian ini dapat dijadikan sebagai dasar
intervensi pengendalian resistansi antibiotik.



II TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Peternakan Sapi Perah

Peternakan sapi perah di Indonesia, khususnya di Jawa Barat memainkan peran
penting dalam industri pertanian maupun peternakan dengan menghasilkan susu
dan produk turunannya (Hidayat et al. 2023). Berdasarkan data dari Badan Pusat
Statistik, jumlah populasi sapi perah di Indonesia pada tahun 2024 yaitu sebesar
485.809 ekor dengan mayoritas berada di Jawa Timur (BPS 2024). Peternakan sapi
perah menghasilkan limbah yang signifikan, termasuk kotoran yang dapat
mencemari lingkungan sekitarnya dengan bakteri (Manyi-Loh ef al. 2016).

Mikroorganisme yang terdapat pada limbah ternak dapat mengancam
kesehatan hewan ternak itu sendiri, lingkungan dan manusia, karena di dalamnya
mengandung banyak bakteri penyebab penyakit seperti E. coli (Triatmojo et al.
2016). Limbah peternakan juga dapat mengandung residu antibiotik yang berasal
dari penggunaan obat-obatan untuk pencegahan penyakit sapi (Esinobu ef al. 2002).
Limbah feses dari peternakan dapat mencemari air, tanah, dan sungai, sehingga
dapat mempercepat penyebaran resistansi antibiotik melalui transfer gen antar
bakteri (Halim et al. 2022).

2.2 Antibiotik Makrolida dan Resistansi Antibiotik

Antibiotik makrolida adalah golongan antibiotik yang bekerja dengan
menghambat sintesis protein bakteri melalui pengikatan pada subunit ribosom 508,
sehingga mengganggu pertumbuhan dan kelangsungan hidup bakteri. Jenis-jenis
utama makrolida yang sering digunakan antara lain eritromisin, azitromisin,
klaritromisin, spiramisin, dan tilosin (Quintanilla et a/. 2018). Selain menghambat
seluruh sintesis protein, makrolida juga dapat secara selektif memodulasi translasi
protein tertentu tergantung pada urutan protein yang sedang disintesis dan struktur
antibiotik itu sendiri (Vazquez-Laslop dan Mankin 2018). Makrolida umumnya
efektif terhadap bakteri Gram-positif dan beberapa Gram-negatif, serta sering
digunakan untuk infeksi saluran pernapasan (Dinos 2017).

Resistansi antibiotik merupakan suatu kondisi ketika antibiotik tidak efektif
lagi untuk mengobati penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri (Suherman et
al. 2023). Antibiotik sering digunakan untuk pengobatan penyakit infeksi bakterial
pada ayam, sapi dan babi. Penggunaan antibiotik yang berlebihan atau tidak sesuai
dapat memicu terjadinya resistansi bakteri terhadap berbagai antibiotik sehingga
berakibat pada gagalnya pengobatan penyakit bakterial pada ternak (Rosyidi et al.
2018).

2.3 Escherichia coli

Escherichia coli merupakan bakteri Gram-negatif dalam kelompok
Enterobacteriaceae berbentuk batang dengan ukuran berkisar antara 1.0-1.5 um x
2.0-6.0 um, hidup soliter maupun berkelompok, umumnya motil, bersifat fakultatif
anaerobik (Rahayu et al. 2018). E. coli dapat ditemukan di tanah dan air akibat
kontaminasi feses dan digunakan sebagai indikator kualitas air ataupun makanan
yang buruk. E. coli sering digunakan sebagai indikator resistansi antimikrob.
(Safitri et al. 2024). strain patogen E. coli diantaranya meliputi uropathogenic E.
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coli (UPEC), neonatal meningitis-associated E. coli NMEC), enteropathogenic E.
coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enterohemorrhagic E. coli
(EHEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive E. coli (EIEC),
dan adherent-invasive E. coli (AIEC) (Moriel et al. 2012). E. coli juga berperan
sebagai reservoir ARG yang dapat ditularkan secara horizontal melalui mobile
genetic elements (MGE) atau secara vertikal melalui pembelahan sel, dengan
plasmid sebagai pembawa utama gen multidrug resistance (MDR) (Zhang et al.
2019).

2.4 Gen Penyandi Resistansi Makrolida

Penggunaan antibiotik golongan makrolida telah meningkat secara signifikan
selama 15 tahun terakhir. Resistansi yang diperoleh terhadap makrolida dapat
terjadi melalui berbagai mekanisme, beberapa di antaranya telah dilaporkan pada
“nterobacteriaceae (Ojo et al. 2004). Inaktivasi makrolida oleh enzim modifikasi
vang pertama kali dilaporkan pada Enterobacteriaceae (Phuc Nguyen et al. 2009),
Dua gen yang dikaitkan dengan resistansi makrolida pada Enterobacteriaceae yaitu
gen mef(B) dan mph(A).

Gen mef(B) merupakan bagian dari kelompok gen efflux pump yang mengkode
protein transporter membran untuk memompa keluar antibiotik makrolida dari sel
bakteri (Ivanova et al. 2024; Urban-Chmiel et al. 2022). Gen ini bekerja dengan
cara menurunkan konsentrasi intraseluler makrolida melalui sistem efflux aktif,
sehingga efektivitas antibiotik menurun dan bakteri menjadi resistan (Enshaie et al.
2025). Sedangkan gen mph(4) mengkode enzim fosfotransferase tipe I (MPH(2')-
I), yang secara spesifik memfosforilasi dan menonaktifkan antibiotik makrolida
(Carey et al. 2022).

2.5 Metode Deteksi Gen Resistansi Antibiotik

Terdapat beberapa metode untuk mendeteksi gen resistansi antibiotik pada
bakteri. Salah satu metode identifikasi gen resistansi meliputi Polymerase Chain
Reaction (PCR) yang merupakan suatu teknik sintesis dan amplifikasi DNA
(Setyawati dan Zubaidah 2021). Whole genome sequencing (WGS) adalah metode
untuk membaca seluruh urutan DNA dalam genom suatu organisme, sehingga
memberikan informasi paling lengkap tentang variasi genetik individu (Ng dan
Kirkness 2010). Terdapat tiga generasi whole genome sequencing, generasi
sekuensing pertama merupakan metode Sanger (Sanger method) yang yang
menggunakan prinsip penghentian rantai (chain termination) dengan
dideoxynucleotide (ddNTP) (Hogner et al. 2023). Teknologi WGS terbaru, third
generation sequencing (TGS), merupakan metode dengan pembacaan molekul
tunggal (single-molecule sequencing) yang menghasilkan panjang baca lebih besar
dibandingkan metode sebelumnya seperti Sanger dan next-generation sequencing
(NGS) (Van Dijk et al. 2018).

Salah satu platform TGS yang banyak digunakan adalah Oxford Nanopore
Technologies (ONT) MinlON, yang menggunakan nanopore sequencing untuk
menganalisis DNA tunggal tanpa perlu amplifikasi (Magi et al. 2017). Oxford
Nanopore Technologies (ONT) merilis sequencer yang menggunakan teknologi
sanopore yaitu MinlON. Platform ONT MinION berukuran kecil (10X3X2) cm dan
beratnya 90 gram dapat menghasilkan pembacaan yang panjang (hingga 2,27 Mbp)
{Gong et al. 2018). ONT MinlON adalah perangkat teknologi sekuensing berbasis



MinlON mampu

melakukan sekuensing terhadap molekul DNA untai tunggal yang panjang (Jain et
al. 2016). Kedua untai dari molekul DNA dihubungkan oleh struktur berbentuk
hairpin dan diurutkan secara berurutan. Jika kedua untai berhasil dibaca, terbentuk

pembacaan 2D yang lebih akurat. Jika hanya untai depan terbaca, dihasilkan

nanopore generasi ketiga yang dirancang untuk menghasilkan data sekuensing
pembacaan 1D (Magi et al. 2017).

DNA dan RNA secara real-time dengan resolusi tinggi.
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I METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2025 hingga April 2026.
{solat E. coli dari Kebon Pedes, Kota Bogor diperoleh dari Laboratorium Divisi
Kesehatan Masyarakat dan Epidemiologi Sekolah Kedokteran Hewan dan
Biomedis IPB. Ekstraksi DNA dan deteksi gen penyandi resistansi antibiotik
makrolida dengan sekuensing DNA akan dilakukan di Laboratorium Bioteknologi,
Balai Pengujian Mutu dan Sertifikasi Produk Hewan (BPMSPH) di Kota Bogor,
Jawa Barat.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain seperangkat alat untuk
sekuensing menggunakan Oxford Nanopore Technologies (ONT) MinlON yang
terdiri dari portable MinlON device (SQK-RBK110.96), flow cell MinION (FLO-
MIN106D), Eppendorf DNA LoBind tubes, thin-walled PCR tubes, Eppendorf
twintec PCR plate 96 LoBind, rak magnetik, seperangkat alat ekstraksi dari Dneasy
PowerWater Kit (Qiagen, Germany) yang terdiri dari MB spin column, PowerWater
Bead Pro Tubes, dan tabung koleksi, Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
USA), mikropipet dan tips, microtube, thermomixer, centrifuge, tube shaker, ose,
mini spin down, timer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain 15 isolat E. coli,
Nanopore Rapid Sequencing gDNA-barcoding kit (SQK-RBK110-96), larutan
PowerWaterl (PW1), larutan [Inhibitor Removal Solution (IRS), larutan
PowerWater3 (PW3), larutan PowerWater4 (PW4), etanol, larutan Elution Buffer
(EB), phosphate buffer saline (PBS), nuclease free water (NFW), Rapid Adapter F
(RAP-F), AMPure XP Beads (AXP), Sequencing Buffer II (SBII), Loading beads II
(LBII), Flush Buffer (FB), Flush Tether (FLT), dan Loading Solution (LS).

3.3 Prosedur Kerja
3.3.1 Persiapan Isolat

Isolat E. coli yang telah diidentifikasi dan ditumbuhkan pada media
nutrient agar (NA) dari penelitian sebelumnya. Isolat E. coli kemudian dipanen
menggunakan ose 1 pL dan dimasukkan dalam microtube yang berisi | mL PBS,
kemudian disentrifugasi sebelum dilakukan ekstraksi DNA dengan kecepatan
12.000 x g selama 5 menit. Proses tersebut menghasilkan supernatan sisa
pencucian serta endapan bakteri di bagian dasar microtube. Supernatan dibuang
dengan mikropipet secara perlahan agar endapan (pellet) bakteri tidak terbuang
dan dilanjutkan untuk ekstraksi DNA.

3.3.2 Ekstraksi DNA Bakteri

Ekstraksi DNA isolat E. coli dilakukan dengan mengikuti rekomendasi
pabrik menggunakan DNeasy PowerWater Kit (Qiagen, Germany). Sebelum
melakukan ekstraksi, larutan PW1 disiapkan dengan disimpan ke dalam
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microtube pada thermomixer pada suhu 55 °C selama 5-10 menit. Microtube
yang berisi pellet isolat E. coli kemudian ditambahkan 1 mL PWI1 dan
dihomogenkan menggunakan pipet naik-turun (up and down). Larutan pellet
PW1 dimasukkan ke dalam PowerWater Bead Pro Tube yang berisi beads,
kemudian dihomogenkan menggunakan vortex dengan kecepatan penuh selama
5 menit, lalu disentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm selama 1 menit.

Supernatan dalam Bead Pro Tube diambil dengan menggunakan pipet 1
mL yang diletakkan ke dasar tube sehingga supernatan yang terambil bersih dari
beads. Supernatan tersebut dimasukkan ke dalam microtube bersih ukuran 2 mL,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 x g selama 1 menit.
Supernatan yang berisi DNA dipindahkan ke microtube bersih ukuran 2 mL
dengan hati-hati agar pellet tidak terambil. Kemudian sebanyak 200 pL larutan
IRS ditambahkan pada microtube berisi DNA dan dihomogenkan menggunakan
pipet naik-turun (up and down), lalu diinkubasi selama 5 menit pada suhu
2-8 °C. Setelah 5 menit, tabung kembali disentrifugasi dengan kecepatan 13.000
x g selama 1 menit. Supernatan berisi DNA dipindahkan ke microtube bersih
ukuran 2 mL dengan hati-hati agar pellet tidak terbawa. Sebanyak 650 L larutan
PW3 ditambahkan, dan dihomogenkan menggunakan pipet naik-turun (up and
down).

Larutan yang telah homogen diambil 650 pL dan dipindahkan ke dalam
MB Spin Column Tube untuk filtrasi DNA, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 13.000 x g selama 1 menit. Supernatan yang mengalir pada bagian
bawah tabung dibuang karena berisi komponen non-DNA. Proses ini diulangi
hingga larutan DNA dan PW3 habis dan DNA berada dalam filter. MB Spin
Column ditambahkan 650 uL PW4 (yang telah digabung sebelum digunakan)
dan disentrifugasi 13.000 x g selama 1 menit, supernatan yang mengalir pada
bawah tabung dibuang. Kemudian MB Spin Column Tube ditambahkan 650 pL.
etanol dan disentrifugasi 13.000 x g selama | menit, supernatan yang mengalir
pada bawah tabung dibuang.

MB Spin Column Tube yang berisi DNA pada filternya disentrifugasi
13.000 x g selama 2 menit, kemudian MB Spin Column dipindahkan ke dalam
Eppendorf DNA LoBind tubes 2 mL yang baru. MB Spin Column ditambahkan
100 pL larutan EB dan disentrifugasi 13.000 x g selama 1 menit agar DNA yang
berada dalam kolom filter dapat terlarut. Kemudian MB Spin Column dibuang
dan diperoleh larutan DNA pada tabung koleksi yang dapat disimpan untuk
proses selanjutnya.

3.3.4 Evaluasi Kualitas DNA

Sebelum dilakukan sekuensing DNA, ekstrak DNA perlu dilakukan
evaluasi kualitas dengan diukur konsentrasinya menggunakan Qubit
Fluorometer. Standar nilai konsentrasi DNA yang diharapkan lebih dari 50
ng/uL, sesuai dengan rekomendasi pabrik. Pengukuran ini bertujuan untuk
memperkirakan penggunaan jumlah ekstrak DNA yang akan digunakan dalam
sekuens, semakin tinggi konsentrasinya, semakin sedikit ekstrak DNA yang
digunakan dalam sekuensing.

Larutan standar buffer disiapkan sesuai dengan jumlah isolat dengan
menggunakan kalkulator pada Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,



USA), yang terdiri dari dye dan larutan standar yang dihomogenkan. Kualitas
DNA dicek dengan menggunakan Qubit Fluorometer terhadap larutan standar
buffer dan DNA. Larutan tersebut terdiri dari ekstrak DNA dan larutan standar
buffer dengan perbandingan 1:199 pL.

3.3.5 Sekuensing DNA

Sekuensing DNA dilakukan menggunakan Oxford Nanopore
Technologies (ONT) MinlON Platform sesuai dengan rekomendasi pabrikan.
Dimulai dengan pemberian kode (labeling barcode) setiap sampel dengan
Nanopore Rapid sequencing gDNA-barcoding kit (SQK-RBK110.96). Setiap
sampel dipreparasi dalam thin-walled PCR tubes sebanyak 2—4 pL sampel DNA
dan ditambah 5 pL. NFW sehingga didapat 9 pL 50 ng femplate DNA. Masing-
masing tubes diberi 1 L Rapid Barcodes (RB01-96) dan dicampur dengan pipet
kemudian dihomogenkan dengan spin down secara cepat. Tabung plate
diinkubasi selama 2 menit dengan suhu 30°C dilanjutkan pada suhu 80°C selama
2 menit di thermomixer kemudian tabung plate diletakkan pada es hingga dingin.

Semua sampel barcode dikumpulkan dalam satu tabung Eppendorf DNA
LoBind lalu ditambahkan AMPure XP Beads (AXP) sebanyak jumlah volume
seluruh sampel (1:1) dan dihomogenkan dengan menjentikkan tabung. Sampel
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Sampel dimasukkan dalam rak
magnet dan diputar. Selanjutnya, beads dicuci dengan 1,5 mL etanol 80% lalu
supernatan dibuang menggunakan pipet. Pencucian dengan etanol diulang
kembali 1x lalu tabung dihomogenkan menggunakan pipet dan kembali
diletakkan dalam rak magnet. Sisa etanol dibuang, sampel didiamkan selama 30
detik. Tabung dilepaskan dari rak magnet lalu ditambahkan 15 pL. EB dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit. Tabung dimasukkan dalam rak
magnet selama 1 menit dan eluen diambil sebanyak 15 pL ke dalam tabung
Eppendorf DNA LoBind bersih. Sebanyak 1 uL sampel diperiksa menggunakan
Qubit Fluorrometer untuk QC DNA sebelum sekuensing.

Sebanyak 11 pL sampel dipindahkan dalam tabung Eppendorf DNA
LoBind lalu ditambahkan 1 pL Rapid Adapter F (RAP F). Sampel yang telah
tercampur dihomogenkan perlahan lalu di up and down dengan pipet selanjutnya
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Sequencing Buffer II (SBII),
Loading Beads Il (LBII), Flush Tether (FLT), dan Flush Buffer (FB) dicairkan
pada suhu ruang. Priming buffer untuk flow cell terdiri dari 30 pL FLT dan 1170
uL FB yang dicampur dan dihomogenkan pada microtube dengan dipipet up and
down atau menjentikan tabung dengan tangan.

Penutup perangkat MinlON dibuka dan port priming buffer dibuka dengan
cara digeser. Buffer bawaan dalam port diambil menggunakan mikropipet
sebanyak 200 uL dan selanjutnya dimasukkan buffer baru yang telah disiapkan
(FLT dan FB) sebanyak 800 pL secara perlahan untuk menghindari masuknya
udara. Port priming yang telah diberi buffer baru ditunggu selama 5 menit
sebelum digunakan. Selama waktu tersebut, campuran sampel disiapkan yang
terdiri 37,5 pL SBII, 25,5 uL LBII yang telah dihomogenkan sebelumnya dan
12 nL koleksi DNA. Ketiga bahan tersebut dicampurkan dalam tabung baru lalu
dihomogenkan perlahan dengan dipipet up and down sebelum dimuat dalam port.
Penutup port SpotON diangkat untuk membuka lalu sebanyak 75 pL
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dimasukkan dalam port dengan cara ditetes perlahan. Port SpotON dan priming
ditutup kemudian penutup perangkat MinlON kembali dipasang. Setelah siap,
sekuensing dapat dijalankan dan ditunggu hingga prosesnya selesai

3.4 Analisis Data

Data hasil sekuensing diperoleh dalam format FASTQ dan selanjutnya
dianalisis secara bioinformatika menggunakan sistem operasi Ubuntu LTS 22.04
berbasis Linux Debian. Filtering data awal dilakukan menggunakan Filtlong versi
0.2.1. untuk memastikan kualitas long reads yang optimal. Statistik kualitas reads
kemudian dianalisis menggunakan NanoStat versi 1.6.0. Perakitan genom
dilakukan menggunakan Flye versi 2.9.5-b1801, kemudian hasil perakitan dipoles
menggunakan Medaka versi 2.0.1 dan Homopolish versi 0.4.1. untuk meningkatkan
akurasi sekuens. Kualitas hasil perakitan, termasuk kelengkapan dan tingkat
kontaminasi, dievaluasi menggunakan QUAST dan CheckM (Latif et al. 2025).
Kontig yang dihasilkan kemudian dianalisis untuk mengidentifikasi gen resistansi
antimikrob menggunakan AMRFinderPlus versi 5.3.0 dengan basis data dari
National Center for Biotechnology Information (NCBI), serta untuk mendeteksi
replikon plasmid menggunakan PlasmidFinder versi 2.1.6. Analisis deskriptif
terhadap data yang diperoleh dilakukan menggunakan perangkat lunak Microsoft
Excel (Microsoft® Corporation, USA).
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IV HASIL

4.1 Evaluasi Kualitas Data Hasil Sekuensing

Berdasarkan pengujian kualitas data, isolat Escherichia coli yang berasal dari
kotoran sapi perah di Peternakan Kebon Pedes, Bogor, menunjukkan rata-rata
read yang terbaca sebelum di contig 207.266.692+10.997.926 bp. Semua isolat
diketahui memiliki konsentrasi DNA >50 ng/uL, dengan rataan completeness
94,1+0,6, rataan contamination 2,9+0,4 dan N50 sebesar 4.450+339 (Tabel 1).

Jdabel 1 Hasil quality control isolat E. coli dari kotoran sapi perah asal Peternakan

Sapi Perah Kebon Pedes

Mean SE Mean StDev Min Max
Fastq (bp) 207.266.691 10.997.926 42.594.786 148.930.235 329.937.094
e dian read 5.456 243 943 4.157 6.974
length
Mean read length 7.528 234 907 5.436 8.763
N50 (bp) 4.450 339 1.313 2.800 6.553
Completeness
%) 94,1 0,6 2.3 90,9 97,3
Contamination
%) 2,9 0,4 1,6 0,5 4.8

Keterangan: SE Mean= Standar error of the mean; StDev = Standar deviasi; Min= Minimal;
Max= Maksimal; bp= base pair

Hasil evaluasi kualitas data dari 15 isolat peternakan di wilayah Kebon Pedes
menunjukan kualitas DNA dan sekuensing yang baik, Hasil sekuensing juga
memenuhi kriteria untuk dilakukan analisis bioinformatika dengan nilai kualitas
yang berada dalam rentang standar pada seluruh isolat.

4.2 Profil dan Distribusi Gen Penyandi Resistansi Makrolida pada
Peternakan Sapi Perah Kebon Pedes

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat E. coli dari Peternakan Sapi Perah
Kebon Pedes membawa gen resistansi antibiotik makrolida yang ditemukan di
hampir seluruh peternakan. Distribusi gen penyandi resistansi makrolida terdapat
pada Tabel 2.
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Tabel 2 Distribusi gen penyandi resistansi makrolida pada Peternakan Sapi Perah

Kebon Pedes
Jumlah mef(B) 1 mph(A) 2 Total gen terdeteksi

Peternakan  Jjumlah (%) Jumlah (%) Jumlah (%)
1 0 0 0 0 0 0
2 1 6,71 0 0 1 6,69
3 0 0 0 0 0 0
4 1 6,71 0 0 1 6,69
5 1 6,71 0 0 1 6,69
6 1 6,71 0 0 1 6,69
7 1 6,71 0 0 1 6,69
8 0 0 1 6.67 1 6,69
9 0 0 1 6.67 1 6,69
10 0 0 1 6.67 1 6,69
11 0 0 1 6.67 1 6,69
12 1 6,71 0 0 1 6,69
13 0 0 1 6.67 1 6,69
14 0 0 1 6.67 1 6,69
15 1 6,71 0 0 1 6,69

Total 7 46,97% 6 40,02% 13 86,67%

Terdapat dua gen penyandi resistansi makrolida yang ditemukan dalam
penelitian ini. Gen mef(B) 1 terdeteksi di 7 peternakan (46,97%) dan gen
mph(A)_2 terdeteksi di 6 peternakan (40,02%) (Tabel 2). Seluruh 13 isolat yang
terdeteksi hanya menyandi satu gen resistansi dengan persentase gen resistansi
makrolida 86,67%.

4.3 Pola Distribusi Gen Penyandi Resistansi Makrolida pada Peternakan
Sapi Perah Kebon Pedes

Hasil pengujian gen resistansi makrolida pada E. coli yang diisolasi dari
kotoran sapi perah membentuk 2 pola distribusi gen yang berbeda. Gen resistansi
antibiotik makrolida pada E. coli dari kotoran sapi perah semuanya berasal dari
plasmid. Perbandingan pola distribusi gen makrolida pada Peternakan Sapi
Perah Kebon Pedes secara keseluruhan disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3 Distribusi gen makrolida pada E. coli

Terdeteksi mef(B) 1  Tidak terdeteksi mef(B) 1

Terdeteksi mph(4) 2 0 6
Tidak terdeteksi mph(A4) 2 7 2

Hasil menunjukkan bahwa gen resistansi makrolida pada isolat E. coli
ditemukan secara tunggal. Terdapat 6 isolat yang terdeteksi hanya membawa
gen mph(A) 2 tanpa keberadaan mef(B) 1. 7 isolat terdeteksi hanya membawa
gen mef(B) [ tanpa gen mph(A4) 2. 2 isolat yang tidak terdeteksi gen resistansi
mef(B)_1 maupun mph(A) 2 serta tidak ditemukan isolat yang memiliki kedua
gen tersebut secara bersamaan.
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V  PEMBAHASAN

Sekuensing DNA menggunakan metode whole genome sequencing (WGS)
berbasis platform MinIlON dilakukan pada 15 isolat E. coli untuk mengidentifikasi gen
resistansi antibiotik golongan makrolida yang berasal dari kotoran sapi perah di
Peternakan Sapi Perah Kebon Pedes, Kota Bogor. Metode sekuens menggunakan
platform MinION dipilih dikarenakan mampu melakukan sekuens terhadap informasi
genetik yang panjang (Jain ef al. 2016) dan pembacaan akurat hingga ke plasmid atau
kromosom (Espinosa et al. 2024), serta menghasilkan data sekuensing secara real-time
dengan resolusi tinggi. Data yang dihasilkan kemudian dirakit menjadi kontig yang
selanjutnya dianalisis untuk mengidentifikasi gen resistansi antimikroba (ARGQG)
menggunakan AMRFinderPlus dengan basis data dari National Center for
Biotechnology Information (NCBI), serta untuk mendeteksi replikon plasmid
menggunakan PlasmidFinder. Prevalensi gen resistansi makrolida pada E. coli dari 15
peternakan sapi perah menunjukkan nilai yang tergolong tinggi sebanyak 86,67%.
Persentase ini menunjukkan bahwa hampir semua populasi isolat membawa
determinan resistansi makrolida. Profil gen resistansi antibiotik di 15 peternakan
menunjukkan bahwa terdapat gen resistansi yang lebih dominan, yaitu mef(B) I yang
terdeteksi di 7 peternakan. Gen terdeteksi yang lebih dominan mengindikasikan
perbedaan pola penyebaran resistansi antara gen satu dengan yang lainnya.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 13 isolat E. coli yang diperoleh dari 15
peternakan terdeteksi membawa gen resistansi terhadap antibiotik golongan makrolida
(Tabel 3). Hasil menunjukan bahwa populasi E. coli di lingkungan peternakan sapi
perah Kebon Pedes berpotensi menjadi reservoir sekaligus sumber penyebaran gen
resistansi makrolida. Metode whole genome sequencing (WGS) berhasil
mengidentifikasi keberadaan gen mef(B) I dan mph(4) 2, yang merupakan
determinan resistansi makrolida yang keduanya berasal dari plasmid. Gen penyandi
yang terletak di plasmid dapat mempercepat penyebaran resistansi, karena plasmid
dapat bereplikasi secara autonom, berukuran sekitar 1-500 kb, dan merupakan DNA
sirkuler yang terdapat pada bakteri (Acquaah 2004). Gen resistan dalam plasmid juga
dapat dengan mudah ditransfer melalui konjugasi. Plasmid juga dapat berperan sebagai
pembawa gen-gen tertentu, termasuk yang mengkode resistansi terhadap antibiotik,
sehingga memberikan keunggulan selektif bagi bakteri yang memilikinya (Casali dan
Preston 2003). Keberadaan kedua gen ini menunjukkan adanya risiko terhadap
penyebaran gen resistansi makrolida antar isolat pada Peternakan Sapi Perah Kebon
Pedes.

Salah satu faktor yang mempengaruhi adalah keterkaitan antar gen. Gen resistansi
antibiotik jarang berada sebagai gen yang berdiri sendiri, dan sering tertaut secara fisik
(genetic linkage) pada elemen genetik yang sama, seperti plasmid multiresistansi
(MDR) atau integron (Poirel et al. 2018). Menurut Alonso et al. (2016), Pada E. coli
isolat peternakan sapi, mef(B) biasanya berada pada MGE seperti plasmid IncN atau
integron kelas 1 pada isolat E. coli. Plasmid IncN merupakan salah satu tipe plasmid
yang paling sering ditemukan membawa berbagai gen resistansi antibiotik (Mitra et
al. 2021; Rozwandowicz ef al. 2018). Gen mef(B) juga ditemukan pada plasmid 1S26
yang merupakan insertion sequence yang sangat aktif dan mampu memediasi
rekombinasi antara elemen genetik, sehingga meningkatkan kapasitas mef(B) untuk
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berpindah antar plasmid dan antar bakteri dan jauh lebih efisien dibandingkan mph(A4)
(Darphorn et al. 2021).

Gen mph(A) sering berada pada mobile genetic elements (MGEs) seperti plasmid
konjugatif (misal IncFII, Incly), memungkinkan transfer horizontal antar bakteri
(Haley et al. 2022). Pada studi yang dilakukan Carey et al. (2022), gen mph(A4) banyak
ditemukan justru pada subkelompok khusus, yaitu E. coli penghasil ESBL, sering
dalam kombinasi gen mph(A)—qnrB—blaCTX-M atau mph(A4)-blaCTX-M, yang
membuat mph(A) lebih terkait dengan plasmid multiresistan tertentu, bukan menyebar
merata di semua E. coli di peternakan. Kondisi ini menyebabkan keberadaan gen
resistansi makrolida hanya ditemukan pada isolat tertentu yang membawa plasmid atau
mobile genetic element (MGE) tersebut. Propensitas transfer gen ARG melalui
plasmid lebih tinggi untuk gen-gen dalam accessory genome yang tidak terdapat
secara universal di semua genom bakteri dibandingkan gen core genome, terlepas dari
mekanisme resistansinya. Baik mef(B) maupun mph(A) adalah gen yang diperoleh
secara horizontal, bukan gen bawaan kromosom bakteri, sehingga secara alami
keduanya bermigrasi melalui MGE dan tinggal di plasmid (Wang et al. 2022). Fungsi
yang berada di bawah balancing selection, yaitu fungsi dengan nilai kebugaran
(fitness) yang bervariasi berdasarkan waktu, ruang, atau frekuensi dalam populasi,
cenderung dipertahankan dalam mobile genetic elements (MGE) karena terus
diperoleh dan dilepaskan. Gen resistansi antibiotik memiliki nilai fitness tinggi hanya
ketika antibiotik hadir, sehingga lebih efisien disimpan di plasmid yang bisa dilepas
ketika antibiotik tidak ada, untuk menghindari beban metabolik kronik (Coluzzi ef al.
2025).

Dominansi gen mef(B) I dan mph(A) 2 pada isolat menunjukkan keterkaitan
yang kuat dengan resistansi terhadap antibiotik eritromisin dan azitromisin.
Eritromisin tidak digunakan sebagai imbuhan pakan, tetapi digunakan untuk
teuraputik (pengobatan), khususnya untuk bovine mastitis (Entrof et al. 2016). Pada
studi yang dilakukan oleh Freick et al. (2016), eritromisin juga digunakan sebagai
prokinetik (merangsang motilitas abomasum dan usus atas) pada sapi perah yang
mengalami dislokasi abomasum kiri. Sebuah studi yang dilakukan Pyo et al. (2024),
mencatat adanya peningkatan jumlah strain E. coli yang resistan terhadap eritromisin
sebanyak 90% pada hewan babi yang terkena colibacillosis pasca penyapihan.
Kejadian serupa juga terjadi dalam studi yang dilakukan oleh Katushabe et al. (2022),
yang mencatat bahwa resistansi antibiotik tertinggi pada isolat E. coli merupakan dari
eritromisin sebesar 87,4% pada rumah potong hewan babi di Uganda. Selain
eritromisin, azitromisin juga tidak digunakan sebagai imbuhan pakan dan sangat
jarang digunakan untuk pengobatan di peternakan sapi perah.

Azitromisin lebih umum digunakan untuk pengobatan manusia salah satunya
untuk pengobatan ISPA (Parisa et al. 2022), namun pada studi yang dilakukan oleh
Suhendi ef al. (2024), hasil uji resistansi dengan isolat E. coli menunjukkan sebanyak
75% isolat patogen resistan terhadap azitromisin pada ayam petelur. Resistansi
makrolida muncul melalui mutasi atau metilasi daerah target ribosom, dan juga dapat
melalui enzim esterase yang menghidrolisis cincin makrolakton eritromisin dan
azitromisin, sehingga obat tidak lagi dapat berikatan dengan target (Palma et al. 2020).

Gen penyandi resistansi terhadap makrolida memiliki jenis gen lainnya. Gen erm
(erythromycin ribosome methylation) mengkode enzim metiltransferase 23S rRNA,
menyebabkan modifikasi target dan resistansi silang terhadap makrolida, linkosamida,
dan streptogramin B (fenotipe MLSB) (Fyfe et al. 2016; Kriiger et al. 2022). Contoh
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baru dari gen erm adalah erm(55) yang ditemukan pada mycobacteria dan dapat berada
di plasmid atau kromosom, memberikan resistansi terhadap azitromisin dan
klaritromisin (Alexander et al. 2025; Brown-Elliot et al. 2023). Gen seperti mef(A4),
mef (B), mef(C), mef(E) (Major Facilitator Superfamily) dan msr(4), msr(B), msr(E)
(ABC-F ribosomal protection proteins), mengkode protein efflux atau proteksi
ribosom yang mengeluarkan makrolida dari sel atau melindungi ribosom dari
pengikatan antibiotik (Fyfe ef al. 2016), serta gen yang mengkode enzim inaktivasi
obat seperti mph (macrolide phosphotransferase) dan ere (macrolide esterase), yang
memfosforilasi atau menghidrolisis makrolida sehingga menonaktifkannya (FeBler et
al. 2018).

Gen mef(B) I dan mph(4) 2 yang berperan dalam resistansi makrolida tidak
hanya ditemukan pada sapi perah tetapi juga pada babi (Ivanova et al. 2022). Isolat E.
coli dari kotoran sapi perah juga dilaporkan membawa gen resistansi terhadap
antibiotik lain seperti betalaktam, termasuk blaCTX, blaCMY, dan blaOXA
(Elsharkawy et al. 2024). Temuan ini menunjukkan bahwa resistansi antibiotik di
lingkungan peternakan tidak terbatas pada satu golongan antibiotik saja. Penggunaan
antibiotik dalam peternakan dapat mendorong munculnya bakteri resistan dan
memfasilitasi perpindahan gen resistansi secara horizontal antar bakteri (Vidovic dan
Vidovic 2020). Limbah peternakan seperti kotoran dan air limbah dapat menjadi
reservoir penting bagi gen resistansi dan bakteri resistan di lingkungan, sehingga
meningkatkan risiko penyebaran resistansi ke manusia melalui produk ternak yang
terkontaminasi, kontak langsung dengan hewan, maupun lingkungan yang tercemar
(Checcucci et al. 2020; Gelalcha et al. 2022).

Penelitian ini dilakukan di Kelurahan Kebon Pedes, Kota Bogor, yang merupakan
wilayah dengan kepadatan penduduk tinggi. Lingkungan yang memiliki interaksi yang
lebih intens antara manusia, hewan, dan lingkungan berpotensi meningkatkan risiko
penyebaran gen resistansi antibiotik (ARG) antar bakteri (Khairullah et al. 2025).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Elsharkawy ef al. (2024), kondisi
peternakan sapi perah di Kebon Pedes berukuran relatif kecil, dengan kepadatan ternak
sekitar 5 hingga 40 ekor, dan terdapat peternakan yang berbagi lokasi dengan
peternakan lainnya. Kondisi peternakan sapi perah yang relatif kecil dan saling
berdekatan di wilayah tersebut dapat memicu kontaminasi silang dan mempercepat
penyebaran ARG melalui limbah ternak dan kontak langsung antar peternakan
(Trinchera et al. 2025). Kondisi lingkungan yang padat serta lokasi peternakan yang
saling berdekatan di Kelurahan Kebon Pedes berpotensi meningkatkan terjadinya
kontaminasi silang oleh bakteri E. coli sekaligus mempercepat penyebaran gen
resistansi antibiotik. Diperlukan pengelolaan peternakan yang lebih baik, antara lain
melalui pengelolaan limbah ternak yang tepat, pengawasan penggunaan antibiotik
secara bijak, serta pemberian edukasi kepada peternak. Upaya tersebut penting untuk
menekan risiko penyebaran resistansi antibiotik yang dapat berdampak pada kesehatan
manusia, hewan, dan lingkungan.



15

VI SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Simpulan

Sebagian besar isolat Escherichia coli dari kotoran sapi perah di Peternakan
Sapi Perah Kebon Pedes, Kota Bogor membawa gen resistansi antibiotik makrolida,
dengan prevalensi 86,67%, yang didominasi oleh gen mef(B) 1. Isolat E. coli hanya
menyandi satu gen resistansi di setiap peternakan. Kedua jenis ARG yang
ditemukan berlokasi di plasmid. Hal ini menunjukkan potensi penyebaran gen
resistansi secara horizontal. Pengelolaan limbah yang baik, penggunaan antibiotik
secara bijak, dan edukasi peternak perlu dilakukan untuk menekan risiko
penyebaran gen resistansi ke hewan, dan lingkungan.

6.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, disarankan untuk dilakukan
penelitian lanjutan dengan jumlah sampel yang lebih besar dan cakupan lokasi yang
lebih luas guna memperoleh gambaran distribusi gen resistansi makrolida yang
lebih representatif. Perlu juga dilakukan kombinasi analisis genotipe dan fenotipe
melalui uji sensitivitas antibiotik untuk mengevaluasi kesesuaian antara keberadaan
gen resistansi dan ekspresinya. Penelitian lebih lanjut juga diperlukan untuk
mengkarakterisasi peran mobile genetic elements seperti plasmid dalam penyebaran
gen mef(B) dan mph(A). Kajian terkait pola penggunaan antibiotik di peternakan
perlu dilakukan untuk mengidentifikasi faktor yang berkontribusi terhadap
munculnya resistansi.
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