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Abstract

Identification of ESBL-E.coli from environment without selective medium will be challenging to do
considering that E.coli mixes with various other microorganisms in the environment. This study aimed to
determine the performance of TBX Agar supplemented with Cefotaxime as a selective medium for ESBL-E.
coli screening from 138 water samples of environmental sampling obtained from rivers, open sewers in the
market, poultry slaughterhouses and hospital waste water inlets and outlets around Jakarta. Laboratory
examinations were carried out through the filtration stage, inoculation on the TBX Agar supplemented
with Cefotaxime medium as well as species confirmation and ESBL with the indol test and double-disk
test. The results showed that 87.08% (40-100%) of suspect colonies growing on TBX Agar supplemented
with Cefotaxime medium were confirmed as E.coli and 82.51% (12-100%) were confirmed as ESBL-E.coli.
However; there was no correlation between TBX Agar supplemented with Cefotaxime performance and
sampling locations. Based on the results of the study, it can be concluded that the TBX supplemented with
Cefotaxime medium can be used for ESBL-E.coli screening in the environment, but further confirmation is
needed using the indole and double-disk tests.
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Abstrak

Identifikasi ESBL-E.coli tanpa medium selektif akan sangat sulit dilakukan pada sampel lingkungan
mengingat ESBL-E.coli bercampur dengan berbagai mikroorganisme lainnya. Tujuan penelitian ini yaitu
untuk mengetahui performa TBX Agar yang disuplementasi Cefotaxime sebagai medium selektif untuk
skrining ESBL-E.coli. Sampel penelitian sebanyak 138 sampel air lingkungan yang diambil dari sungai,
saluran pembuangan terbuka di pasar, rumah pemotongan hewan unggas (RPHU) serta inlet dan outlet
limbah rumah sakit di sekitar Jakarta. Pemeriksaan laboratorium melalui tahapan filtrasi, inokulasi pada
medium TBX Agar dengan suplementasi Cefotaxime serta konfirmasi spesies dan ESBL dengan uji indol
dan double-disk test. Hasil menunjukkan bahwa koloni tersangka yang tumbuh pada medium TBX Agar
dengan suplementasi Cefotaxime sebanyak 87,08% (40-100%) terkonfirmasi sebagai E.coli dan 82,51%
(12-100%) terkonfirmasi sebagai ESBL-E.coli. Namun, tidak ada hubungan antara performa TBX Agar
dengan suplementasi Cefotaxime dengan lokasi pengambilan sampel. Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa medium TBX Agar dengan suplementasi Cefotaxime cocok digunakan untuk skrining
ESBL-E.coli di lingkungan namun tetap diperlukan konfirmasi lanjut menggunakan uji indol dan double
disk test.

Kata kunci: Escherichia coli, ESBL, TBX Agar suplemented with Cefotaxime
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PENDAHULUAN

Esherichia coli merupakan bakteri fecal
coliform dan keberadaanya dijadikan sebagai
indikator mikrobiologi pencemaran air di
lingkungan."? Sebanyak 2,8% E.coli hasil isolasi
dari sampel air sungai dan danau memproduksi
Extended—spectrum  f-lactamase  (ESBL).?
Extended—spectrum  p-lactamase (ESBL)
adalah enzim dimediasi plasmid yang dapat
menghidrolisis cincin f-lactam pada penicillin,
cephalosporin generasi pertama hingga ketiga,
dan aztreonam kecuali cephamycin atau
carbapenem.**

Esherichia coli termasuk salah satu
bakteri gram negatif utama penghasil ESBL
yang dijadikan fokus masalah kesehatan global
terkait resistensi.” Kontaminasi lingkungan
oleh ESBL-E.coli dapat ditemukan pada aliran
air sungai, sekitar tempat pemotongan hewan,
sekitar peternakan unggas, di tanah maupun
limbah rumah sakit.'>¢31 Keberadaaan E.coli
dan ESBL-E.coli pada lingkungan berpotensi
sebagai ancaman bagi kesehatan manusia.!>3!!
Prevalensi ESBL-E.coli di sungai utama
daerah Polandia mencapai 14,29%.'* Extended-
spectrum f-lactamase -E.coli dari sumber air
dan beberapa titik di lingkungan sekitar tempat
pemotongan hewan di Bogor mencapai 14,3
persen.!! Sementara itu, keberadaan ESBL-FE.coli
dari limbah Rumah Sakit di Nepal dilaporkan
mencapai 57,1%."

Diperlukan pengetahuan tentang fisiologi
mikroba yang baik untuk dapat melakukan isolasi
ESBL-E.coli dari sampel lingkungan agar dapat
dipisahkan dari bakteri lainnya. Oleh karena itu,
untuk mendeteksi ESBL-E.coli dapat digunakan
medium selektif berupa fluorogenic medium
atau chromogenic medium."* Pada penelitian
ini digunakan medium selektif Tryptone Bile
X-glucuronide (TBX) Agar dengan suplementasi
Cefotaxime untuk skrining ESBL-E.col.
Medium TBX memiliki sensitivitas paling
tinggi jika dibandingkan dengan chromogenic
medium lainnya untuk isolasi ESBL-E.coli.
Namun selama ini penggunaan TBX dengan
suplementasi  Cefotaxime untuk  skrining
ESBL-E.coli pada sampel air dari lingkungan
belum banyak dilaporkan. Cefotaxime digunakan
sebagai antibiotik golongan p-lactam spektrum

luas untuk menunjang deteksi bakteri gram
negatif yang mampu memproduksi ESBL."

Penelitian ini merupakan bagian dari
Global Surveillance ESBL E.coli, surveilans
antimicrobial  resistance  (AMR)  dengan
pendekatan One Health. Tujuan penelitian ini
yaitu untuk mengetahui performa TBX Agar
dengan suplementasi Cefotaxime untuk skrining
ESBL-E.coli pada sampel air dari sungai, saluran
pembuangan terbuka di pasar, rumah pemotongan
hewan unggas (RPHU) dan limbah rumah sakit
di wilayah Jakarta. Hal ini akan bermanfaat
bagi peneliti atau petugas laboratorium dalam
memilih medium untuk skrining ESBL-E.coli
pada sampel lingkungan.

BAHAN DAN METODE

Sampel penelitian terdiri atas sampel air
dari sungai, saluran pembuangan air limbah
terbuka di pasar dan RPHU, serta inlet dan outlet
limbah rumabh sakit di sekitar Jakarta. Penelitian
ini merupakan kerja sama antara Pusat Penelitian
dan Pengembangan Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan (Puslitbang BTDK), Badan
Penelitian dan Pengembangan Kesehatan beserta
Pusat Penelitian dan Pengembangan Kualitas
dan Laboratorium Lingkungan (P3KLL),
Kementerian Lingkungan Hidup dan Kehutanan
dan WHO Indonesia. Persetujuan etik diperoleh
dari Badan Penelitian dan Pengembangan
Kesehatan No. : LB.02.01/2/KE014/2019 tahun
2019.

Pengambilan Sampel

Metode sampling mengacu pada pedoman
Global Surveillance ESBL E.coli. Sampel
diambil dari minimal 4 titik sampling yang
mewakili 4 jenis sampel dengan pengambilan
minimal 6-8 kali pada masing-masing titik.
Empat titik sampling meliputi 3 titik sungai
(upstream, downstream dan communal) dan
satu titik pasar atau RPH.'® Dalam penelitian ini
ditambahkan sampel limbah RS atas masukan
konsultan Epi-X dari Quensland University.
Total sampel air sebanyak 138 dengan volume
masing-masing 100ml. Sampel ditempatkan
dalam box transport/penyimpanan dengan suhu
4°C untuk kemudian diperiksa di laboratorium
dalam waktu 24 jam.'®"7
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Preparasi Sampel, Isolasi dan Skrining E.coli
ESBL

Pemeriksaan  laboratorium  dilakukan
mulai dari tahapan filtrasi, inokulasi pada
medium 7BX Agar dengan suplementasi
Cefotaxime serta konfirmasi spesies dan ESBL
dengan uji indol dan double-disk test. Masing-
masing sampel dihomogenisasi kemudian
dilakukan pengenceran serial 10 kali lipat untuk
memperoleh kisaran koloni yang dapat dihitung.
Sampel sebanyak 100ml dari masing-masing
titik sampling disaring menggunakan membran
filter (0,45um) dan ditumbuhkan pada 7BX Agar
yang disuplementasi dengan Cefotaxime 4pg/
ml (untuk enumerasi dan isolasi ESBL-E.coli).
Inkubasi dilakukan selama 1x24 jam dengan suhu
35°C. Koloni yang berbentuk bulat, berwarna biru
hijau dan dikelilingi zona keruh diduga sebagai
ESBL-E.coli. Konfirmasi dilakukan terhadap 5
koloni presumptive ESBL-E.coli yang diambil
secara acak dari setiap sampel.!”

Uji Konfirmasi E.coli dan ESBL-E.coli

Uji  konfirmasi  presumptive  E.coli
dilakukan secara konvensional dengan uji
biokimiawi menggunakan indol. Uji indol

merupakan uji biokimia menggunakan Kovac’s
reagen untuk identifikasi kemampuan bakteri
dalam menghasilkan indol dari tryptophan.
Sebanyak 1 ose bakteri diinokulasikan secara
aseptik pada tabung biakan kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil uji Indol
positif pada E.coli ditunjukan dengan adanya
cincin merah pada bagian atas akibat reaksi indol
dengan aldehid. Cincin merah tersebut memudar
oleh gerakan yang tiba-tiba, sehingga cincin
menjadi pecah dan menghasilkan warna merah
muda.'®

Seluruh isolat yang terkonfirmasi sebagai
E.coli dilanjutkan dengan uji konfirmasi ESBL-E.
coli menggunakan double disk test.'” Suspensi
isolat dipersiapkan dengan kekeruhan setara 0,5
McFarland kemudian diinokulasi pada medium
Mueller-Hinton Agar. Cakram Clavulanic
acid—Amoxicillin (30pg) ditempatkan di tengah
Mueller-Hinton  Agar, sementara cakram
Ceftazidime (30pg) dan Cefotaxime (30ug)
ditempatkan 15 mm dari tepi cakram Clavulanic
acid—Amoxicillin kemudian diinkubasi selama
24 jam. Interpretasi dilakukan sesuai CLSI.?

Analisis Data
Data dianalisis menggunakan SPSS versi 16.

HASIL

Distribusi sampel berdasarkan jenis lokasi
pengambilan (Tabel 1.)

Tabel 1. Distribusi Sampel Lingkungan

Lokasi n %
sungai 60 43,5
pasar 40 29
RPHU 20 14,5
RS 18 13
Total 138 100

Sampel diinokulasi pada medium selektif
TBX dengan suplementasi Cefotaxime. Gambaran
koloni yang diduga sebagai E.coli penghasil
ESBL pada media 7BX dengan suplementasi
Cefotaxime (Gambar 1.) berwarna biru kehijauan.

Gambar 1. Koloni yang diduga ESBL-E.
coli pada media TBX dengan
suplementasi Cefotaxime: Koloni
berwarna biru/biru kehijauan
(tanda panah).

Uji indol dilakukan terhadap koloni
tersangka yang tumbuh pada medium 7BX dengan
suplementasi  Cefotaxime untuk konfirmasi
spesies dan uji dilakukan terhadap semua koloni
terkonfirmasi E.coli (Tabel 2).
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Tabel 2. Persentase Koloni E.coli dan ESBL-E.
coli Terkonfirmasi

Persentase koloni  Persentase koloni

terkonfirmasi terkonfirmasi
E.coli ESBL-E.coli
Min 40 12
Max 100 100
SD 12,197 15,376
Rata-rata 87,08 82,51

Uji One Way ANOVA dilakukan terhadap
koloni FE.coli dan ESBL-E.coli dari masing-
masing lokasi pengambilan sampel (Tabel 3).

Tabel. 3. Analisis Pengaruh Lokasi Pengam-
bilan Sampel Terhadap Persentase

Koloni ESBL-E. coli Terkonfirmasi

Nilai

Pasar Sungai RPHU RS

p*

Persentase E.coli 0,843
Minimum 40 60 70 60
Maksimum 100 100 100 100
Rata-rata 87,00 86,44 87,00 8944
SD 14,17 11,71 9,23 11,1
Persentase 0,937
ESBL E.coli
Minimum 40 12 56 60
Maksimum 100 100 100 100
Rata-rata 83,15 81,86 81,70 84,11
SD 16,84 16,43 11,24 13,11

*one way ANOVA

Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan
tidak ada perbedaan signifikan antara presentase
E.coli dan ESBL-E.coli pada masing-masing
lokasi pengambilan sampel sehingga post hoc
test tidak dilakukan.

Hasil konfirmasi dengan uji indol
menunjukkan bahwa sekitar 87,08% (40-100%)
sampel yang diperoleh dari sungai, pasar, RPHU
dan limbah RS mengandung bakteri E.coli.
Dari hasil tersebut, setelah diuji dengan double
disk test, 82,51% (12-100%) dari E.coli yang
diperoleh merupakan penghasil ESBL. Tidak
ada perbedaan signifikan antara persentase E.coli
dan ESBL-E.coli yang tumbuh pada medium
TBX Agar dengan suplementasi Cefotaxime dari
berbagai lokasi.

PEMBAHASAN

Koloni  FE.coli tersangka  penghasil
ESBL pada medium ditunjukkan dengan ciri
koloni bulat, halus, dan berwarna biru-hijau
(Gambar 1). Sejalan dengan beberapa penelitian
terkait, ESBL-E.coli yang ditumbuhkan pada
chromogenic medium menunjukkan morfologi
bulat berwarna biru kehijauan.”*?? Sekitar 97%
strain E.coli memiliki enzim p-D-glucoronidase
(GUD), yang tidak dimiliki oleh coliform
lain." Enzim tersebut dapat memecah substrat
fluorogenik  berupa  4-methylumbelliferyl-p-
D-glucoronide (MUG) dengan menghasilkan
fluorogen pada medium ketika ditumbuhkan
pada suhu 44°C selama 24 jam.? Enzim tersebut
juga dapat menghidrolisis substrat chromogenic
sehingga setelah inkubasi, koloni tumbuh dengan
warna tertentu yang menunjukkan identifikasi
spesifik dan tidak dibutuhkan wuji biokimia
lanjutan untuk uji presumtif.? Penggunaan
Cefotaxime sebagai salah satu generasi ketiga
cephalosporin  umumnya ditambahkan pada
media ataupun digunakan sebagai indikator pada
pengujian kerentanan untuk monitoring dan
skrining ESBL E.coli.*** Warna biru-hijau yang
dari koloni tersebut mengindikasikan adanya
aktivitas f-D-glucoronidase.’® Tryptone Bile
X-glucuronide Agar termasuk dalam kelompok
Chromogenic Medium. Chromogenic Medium
terbukti paling sensitif dan spesifik dalam
mendeteksi E.coli thermotolerant dari sampel
air minum dibandingkan dengan menggunakan
Sfluorogenic medium."

Isolasi  E.coli berdasarkan beberapa
referensi dapat menggunakan fluorogenic
medium dan chromogenic medium. Beberapa
fluorogenic medium yang digunakan untuk
isolasi E.coli dari sampel lingkungan diantaranya
Fluorocult MacConkey Agar (MCA), Fluorocult
ECD Agar (ECD), Fluorocult VRB Agar
(VRB), Fluorocult E.coli 0157:H7 Agar (ECH7)
dan Fluorocult Brilla Broth (BB), sedangkan
chromogenic medium yang digunakan yaitu
Chromogenic Chromocult Agar (CCA)."

Tryptone  Bile  X-glucuronide  Agar
merupakan media yang didesain untuk
mendeteksi seluruh jenis E.coli termasuk
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Shigatoxin-Producing E.coli (STEC) maupun
non STEC. Jika dibandingkan dengan medium
isolasi E.coli lain seperti Rainbow Agar O157
(RB), Rapid E.coli) O157:H7 (RE), Modified
MacConkey Agar (mMac), CHROMagar™
STEC (Chr ST) dan chromID™ EHEC (ChrID),
TBX Agar merupakan salah satu medium yang
direkomendasikan untuk isolasi dan enumerasi
E.coli dari lingkungan, dan telah banyak
digunakan khususnya untuk pangan.’*?' Pada
pengujian sampel air yang digunakan untuk
keperluan mandi di daerah pesisir maupun
pedalaman, telah dibuktikan bahwa TBX
merupakan medium yang cocok digunakan
untuk monitoring E.coli menggunakan metode
membran filtrasi.’!

Tryptone  Bile  X-glucuronide  Agar
termasuk kelompok Chromogenic medium yang
mengandung bile salt. Tingginya kandungan
bile salt dalam medium dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif dan terdapat
indikasi efek untuk pertumbuhan coliform,
sehingga konsentrasi yang digunakan harus
tepat. Dalam uji standar, E.coli didefinisikan
sebagai bakteri coliform dengan ciri biokimia
berupa laktosa positif, oksidase negatif dan
indol positif. Dalam uji cepat (rapid test), E.coli
disebutkan dapat membentuk indol dari triptofan
yang ditambahkan pada medium padat.’'

Distribusi  ESBL-E.coli di  perairan
mencerminkan adanya penyebaran bakteri
tersebut di antara manusia, hewan dan
lingkungan. Hal tersebut merupakan ancaman
utama bagi kesehatan masyarakat karena terkait
dengan menurunnya efektivitas antibiotik
yang mengarah pada peningkatan morbiditas,
mortalitas dan tingginya beban biaya kesehatan.*?
Escherichia.coli dan  ESBL-E.coli  yang
terkonfirmasi hasil isolasi menggunakan 7BX
Agar dengan suplementasi Cefotaxime yang
diperoleh pada penelitian ini sesuai dengan
kisaran performa chromogenic medium lainnya
yang digunakan dalam deteksi bakteri penghasil
ESBL-E.coli. Beberapa referensi penelitian
menunjukkan kisaran performa chromogenic
medium sebesar 63-88 persen.**** Oleh karena
itu, T7BX Agar dengan suplementasi Cefotaxime
dapat digunakan sebagai alternatif medium untuk

skrining ESBL-E.coli dari sampel lingkungan.
Nilai minimum dan maksimum yang diperoleh
tergolong cukup tinggi. 7BX Agar dengan
suplementasi  Cefotaxime dapat mendeteksi
minimal 12% ESBL-E.coli, namun dalam
penggunaannya tetap diperlukan konfirmasi
spesies dan ESBL-E.coli menggunakan uji
biokimia sederhana yaitu indol dan uji konfirmasi
ESBL dengan menggunakan double-disk test.

KESIMPULAN

Medium TBX+Cefotaxime dapat
digunakan untuk skrining E.coli dan ESBL-E.
coli pada sampel lingkungan. Sesuai hasil yang
diperoleh, medium ini dapat digunakan untuk
identifikasi presumptive E.coli dengan tingkat
akurasi 40-100%. Namun, untuk identifikasi
ESBL-E.coli, akurasi bervariasi antara 12-100%.
Saran untuk penelitian atau pemeriksaan serupa
agar melakukan konfirmasi lanjut menggunakan
wji indol dan double-disk test.
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