LIPI

Berita
Biologi

Jurnal limu-ilmu Hayati

P-ISSN 0126-1754

E-ISSN 2337-8751
Terakreditasi

200/M/KPT/2020

Volume 20 Nomor 1, April 2021



BERITA BIOLOGI

Vol. 20 No. 1 April 2021
Terakreditasi Berdasarkan Keputusan Direktur Jendral Penguatan Riset dan
Pengembangan, Kemenristekdikti RI
200/M/KPT/2020

Tim Redaksi (Editorial Team)
Andria Agusta (Pemimpin Redaksi, Editor in Chief)
(Kimia Bahan Alam, Pusat Penelitian Kimia - LIPT)

Kartika Dewi (Redaksi Pelaksana, Managing Editor)
(Taksonomi Nematoda, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Kusumadewi Sri Yulita
(Sistematika Molekuler Tumbuhan, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Gono Semiadi
(Mammalogi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Atit Kanti
(Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Siti Sundari
(Ekologi Lingkungan, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Arif Nurkanto
(Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Kartika Dewi
(Taksonomi Nematoda, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Dwi Setyo Rini
(Biologi Molekuler Tumbuhan, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Desain dan Layout (Design and Layout)
Liana Astuti

Kesekretariatan (Secretary)
Nira Ariasari Z

Alamat (Address)

Pusat Penelitian Biologi-LIPI
Kompleks Cibinong Science Center (CSC-LIPT)
Jalan Raya Jakarta-Bogor KM 46,
Cibinong 16911, Bogor-Indonesia
Telepon (021) 8765066 - 8765067
Faksimili (021) 8765059
Email: berita.biologi@mail.lipi.go.id
jurnalberitabiologi@yahoo.co.id
jurnalberitabiologi@gmail.com

Keterangan foto cover depan: Efek Cekaman Kromium Terhadap Profil Mikro-anatomi Cabai (Capsicum annuum L.)
(Notes of cover picture): Micro-anatomical of the stems structure of 400x magnification. (Halaman 107)



LIPI

Berita
Biologi

Jurnal [Imu-i1lmu Hayati

P-ISSN 0126-1754
E-ISSN 2337-8751
Terakreditasi
200/M/KPT/2020

Volume 20 Nomor 1, April 2021

Berita Biologi Vol. 20 | No.

Him. 1 —145

Bogor, April 2021

ISSN 0126-1754

Pusat Penelitian Biologi - LIPI



Ucapan terima kasih kepada
Mitra Bebestari nomor ini
Volume 20 — April 2021

Triwibowo Ambar Garjito, S.Si, M.Kes
(Dinamika transmisi penyakit tular vektor, taksonomi dan ekologi nyamuk, Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Vektor & Reservoir Penyakit, Badan Litbangkes, Kemenkes RI.)

Zuliyati Rohmah, S.Si., M.Si., Ph.D.
(Strukitur periembangan hewan invertebrata dan vertebrata)

Tri Handayani, M.Si.
(Bioekologi Vegetasi Laut /Makroalga, Pusat Penelitian Oseanografi LIPI)

Dr. Adi Santoso
(Bioteknologi, Pusat Penelitian Bioteknologi

Dra. Florentina Indah Windadri
(Taksonomi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI

Dr. Wawan Sujawro
(Etnobiologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI

Arif Nurkanto
(Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Heddy Julistiono
(Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Yordan Khaedir, MD, PhD
(Histologi, Imunologi, Kanker Imunoterapi, Penyakit Infeksi, Fakultas Kedokteran Ul

dr. Dwi Peni Kartika Sari, M.Si.
(Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga)

Prof. Dr. Andria Agusta
(Kimia Bahan Alam, Pusat Penelitian Biologi LIPI)

Dr. Sunaryo
(Morfologi Tumbuhan, Pusat Penelitian Biologi — LIPI)

Dr. Nuril Hidayati Th.
(Fisiologi Tumbuhan, Pusat Penelitian Biologi — LIPI)

Dr. Achmad Dinoto M.Sc.
(Mikrobiologi Industri, Pusat Penelitian Biologi — LIPI)

Dr.Yuliar M.Eng.
(Mikrobiologi Lingkungan, Pusat Penelitian Biologi — LIPI)

Dr. Iwan Saskiawan
(Mikrobiologi Pangan, Pusat Penelitian Biologi — LIPI)

Dr. Indra Bachtiar
(Stem Cell and Cencer Institute), PT Kalbe Farma Tbk.)



$ Berita
Bio | Ogl 10.14203/beritabiologi.v20i1.3974

. . P-ISSN 0126-1754
Jurnal llmu-ilmu Hayati E-ISSN 2337-8751

KAJIAN AWAL POTENSI OPOSUM LAYANG (Petaurus
breviceps) SEBAGAI RESERVOIR BAKTERI ZOONOTIK
DAN RESISTENSI ANTIMIKROBA

[Preliminary Study of Potential Sugar Glider (Petaurus breviceps) as Reservoir of
Zoonotic Bacteria and Antimicrobial Resistance]
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ABSTRACT

Sugar glider (Petaurus breviceps) is one of the endemic animals of Indonesia. The demand for these exotic animals as pets continues to
increase, but information regarding their potential zoonoses is very limited. This study aims to detect and identify pathogenic bacteria
carried by sugar glider through a culture-dependent method and to determine phenotypic pattern of antibiotic resistance. Faecal samples
from sugar glider (=21) were collected from wildlife research facility at Research Center for Biology LIPI, Bogor. Based on the
Salmonella presumptive test on Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar medium, 6 samples (27%) were tested positive, while the
presumptive test for Listeria on Listeria isolation transwab was positive for all samples (100%). In total, 43 isolates were successfully
collected and characterized for antibiotic pattern, with nine isolates (21%) showing resistance to at least one antibiotic tested. On the other
hand, two potential pathogens, namely Shigella sonnei (X15) and Klebsiella pneumoniae (X21) were identified based on 16S rRNA, while
another isolat was identified as Bacillus flexus (H8). Further research to identify the collected bacteria and to confirm their pathogenicity
still needs to be conducted but based on the results of this preliminary study, we reinforce the hypothesis that sugar glider has the potential
as a reservoir of zoonotic bacteria as well as a reservoir of antimicrobial resistance.

Keywords: sugar glider, zoonoses, antibiotic resistance, Salmonella, Listeria.

ABSTRAK

Oposum layang atau sugar glider (Petaurus breviceps) merupakan salah satu satwa endemik Indonesia. Permintaan akan satwa eksotis ini
sebagai hewan peliharaan terus meningkat namun informasi terkait potensi zoonosis yang ditimbulkannya masih sangat terbatas.
Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi dan mengidentifikasi bakteri patogen yang dibawa oleh oposum layang melalui pendekatan
culture-dependant method dan untuk mengetahui pola resistensi antibiotiknya. Sampel yang digunakan adalah feses oposum layang (n=21)
yang dikoleksi dari fasilitas riset satwa liar di Pusat Penelitian Biologi LIPI, Bogor. Berdasarkan uji presumptif Sa/monella pada medium
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar, sebanyak 6 sampel (29%) dinyatakan positif, sedangkan uji presumtif untuk Listeria pada
Listeria isolation transwab dinyatakan positif untuk semua sampel (100%). Secara total, sebanyak 43 isolat telah berhasil dikoleksi dan
dikarakterisasi fenotipiknya terhadap antibiotik dan sembilan isolat (21%) diantaranya menunjukkan adanya resistensi terhadap satu jenis
antibiotik atau lebih. Sementara itu, tiga isolat potensial patogen telah diidentifikasi menggunakan gen 16S rRNA yaitu Shigella sonnei
(X15), Klebsiella pneumoniae (X21) dan Bacillus flexus (H8). Penelitian lanjutan untuk mengidentifikasi bakteri yang dikoleksi dan
mengkonfirmasi patogenisitasnya masih perlu dilakukan namun berdasarkan hasil dari kajian awal ini, kami menguatkan hipotesis bahwa
oposum layang berpotensi sebagai reservoir dari bakteri zoonosis sekaligus reservoir dari resistensi antimikroba.

Kata Kunci : Oposum layang, zoonosis, resistensi antibiotik, Salmonella, Listeria.

PENDAHULUAN menandai daerah teritorinya dengan urin (Farida

Oposum layang atau sugar glider (Petaurus et al., 2020). Hewan ini bersifat aktif di malam hari
breviceps) adalah marsupial arboreal dan nocturnal dan omnivorus. Oposum layang memakan berbagai
yang tergolong kedalam famili Petauridae. jenis getah pohon yang kaya karbohidrat, nektar,
Penyebarannya meliputi Papua, Papua New polen, serta berbagai macam serangga dan arach
Guinea, Halmahera Utara, dan wilayah pantai nida di alam liar (Johnson, 2013). International
timur  Australia. Oposum layang hidup Union for Conversation of Nature and Natural
berkelompok di dalam sarangnya, eksklusif, dan Resources (IUCN) (2016) mengkategorikan

*Kontributor Utama
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oposum layang pada kategori resiko rendah (least
concern), namun di Indonesia satwa ini termasuk
ke dalam Appendix II, yaitu hewan langka yang
dilindungi di alamnya, dilarang diambil dan
diperjualbelikan langsung dari alam. Namun
apabila sudah ditangkarkan, maka keturunan
generasi ketiga boleh dimanfaatkan (BKSDA,
2020).

Satwa eksotis kecil ini cukup populer untuk
didomestikasi sebagai hewan peliharaan tidak
hanya di Jepang, Kanada, dan Amerika Serikat,
namun juga di Malaysia dan Indonesia (Diana et
al., 2016). Di sisi lain, keberadaan oposum layang
sebagai hewan peliharaan juga potensial membawa
penyakit zoonosis. Zoonosis diperkirakan mencapai
sekitar 75% dari semua penyakit menular yang ada
saat ini dan banyak diantaranya terkait dengan
satwa liar atau hewan peliharaan eksotis (Taylor et
al. 2001). Transmisi patogen dapat terjadi ketika
ada interaksi langsung maupun tidak langsung
antara hewan peliharaan dan manusia. Salah satu
contohnya adalah adanya share living quarters,
yaitu berbagi kehidupan tempat tinggal dan furnitur
dengan hewan peliharaan sehingga kedekatan ini
membawa resiko penularan patogen (Mayer, 2012).

Studi terkait dengan nutrisi, reproduksi
maupun perilaku oposum layang di Indonesia telah
banyak dilakukan (Farida et al., 2016; Farida et al.
2017), akan tetapi informasi terkait potensi
zoonosisnya belum banyak diketahui. Oleh karena
itu, studi awal ini bertujuan untuk mendeteksi dan
mengidentifikasi bakteri patogen yang dibawa oleh
oposum layang serta untuk mengetahui pola
resistensi  antibiotiknya. Pendekatan culture-
dependant method digunakan untuk mendeteksi
bakteri patogen dalam studi awal ini. Medium
selektif untuk Salmonella dan Listeria dipilih
karena kedua bakteri tersebut umum mengkontami-
nasi benda maupun lingkungan sekitar. Upaya
serius untuk mendeteksi adanya patogen sejak awal
sangatlah diperlukan untuk mencegah dan menga-

tasi penyebaran penyakit zoonosis.
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BAHAN DAN CARA KERJA
Kondisi kandang Oposum layang dan sampling
feses

Pengambilan sampel dilakukan di fasilitas riset
satwa liar di Pusat Penelitian Biologi LIPI, Bogor.
Di fasilitas riset ini, sebanyak 21 kandang oposum
layang dijadikan objek studi dan setiap kandang
berisi sepasang oposum layang jantan dan betina
dari generasi ketiga (F3) usia dewasa. Metode
pengambilan sampel ini adalah non-invasive,
dimana sampel yang digunakan adalah feses yang
diambil pada waktu pagi hari tanpa melakukan
kontak langsung dengan setiap individu. Feses
diambil dengan menggunakan sendok steril dan
dimasukkan ke dalam plastik klip kemudian dibawa
ke laboratorium. Setelah pengambilan sampel
selesai, pembersihan kendang dan pemberian
makan dilakukan seperti biasa. Penelitian ini telah
mendapatkan persetujuan dari Komisi Klirens Etik
LIPI (B-12220/IPH/KS.02.04/IPH/I1X/2019).

Uji presumtif dan isolasi bakteri dari feses oposum
layang

Sampel feses yang telah dikoleksi
dihomogenkan dan diinokulasikan dengan swab
tipis ke dalam medium Rappaport Vassiliadis
Salmonella Envichment broth diinkubasi pada suhu
42°C selama 24 jam. Uji presumtif Salmonella ini
kemudian dilanjutkan dengan menginokulasikan
sebanyak 20puL dari medium cair ke Xylose Lysine
Deoxycholate Agar (XLD Agar) (Himedia, India).
Sesuai dengan protokol, medium ini akan
menghambat pertumbuhan banyak bakteri, kecuali
Salmonella dan Shigella. Adanya koloni dengan
bintik hitam di tengah pada XLD agar menandakan
adanya Salmonella dan uji presumtif dinyatakan
positif. Pada uji presumtif Listeria, sampel feses
diinokulasikan ke Listeria Isolation Transwab
(Medical Wire, UK) dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Perubahan warna medium menjadi
hitam menandakan adanya Listeria pada sampel

dan uji presumtif dinyatakan positif. Selanjutnya,



proses isolasi dilakukan dengan metode streak
kuadran hingga mendapatkan kultur —murni
menggunakan medium selektif. Khusus untuk hasil
uji presumtif Listeria, proses isolasi dilakukan
menggunakan Columbia Agar yang disuplementasi
dengan dehydrated horse blood (5%) untuk
mendeteksi kemampuan hemolisis isolat bakteri.
Aktivitas beta hemolisis ditandai dengan
munculnya zona jernih di bawah atau disekitar
koloni. Bakteri kontrol yang digunakan meliputi
Salmonella enterica subsp. enterica JCM 1652 dan
Listeria monocytogenes JICM 7671.

Identifikasi gen 16S rRNA isolat-isolat bakteri
terisolasi

DNA bakteri diisolasi menggunakan Chelex®
100 sodium form 10% (Sigma Aldrich) sesuai
dengan protocol menurut Saputra et al., 2017.
Amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan pada
Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied
Biosystems, USA) dengan menggunakan primer
27F dan 1492R dan Bioline MyTaq™ Red Mix
(Meridian Bioscience). Sequencing dengan metode
Sanger kemudian dilakukan untuk hasil positif pada
proses amplifikasi (1* BASE, Singapore). Analisis
sekuens DNA menggunakan program MEGA X
dan dilakukan penyejajaran urutan basa pada DNA
GenBank® dengan menggunakan menu Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Alignment
sekuen dilakukan dengan menggunakan program
MUSCLE 3.7 dan konstruksi pohon filogenetik
dilakukan dengan metode neighbor joining dengan
1000 bootsrap value.

Uji Resistensi Antibiotik

Uji resistensi antibiotik atau antimicrobial
susceptibility  testing dilakukan menggunakan
metode disk diffusion sesuai dengan protocol dari
European Committee on Antimicrobial
Susceptibility  Testing (EUCAST) (EUCAST,
2020). Inokulum merupakan suspensi bakteri
dengan McFarland standard 0,5 atau setara dengan
1,5x10® CFU/ml. Kertas disk (Oxoid Antimicrobial
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Susceptibility Disk) yang digunakan memiliki dosis
30 pg untuk beberapa jenis antibiotik yaitu
amikacin (AK), amoxicillin-clavunic acid (AMC),
cefoxitin (FOX) dan ceftriaxone (CRO). Inhibition
zone diameter (1ZD) yang timbul diukur
panjangnya menggunakan jangka sorong dan
diinterpretasikan berdasarkan breakpoint untuk
Enterobacteriaceae dari EUCAST. Untuk isolat
yang belum teridentifikasi, interpretasi dilakukan-
hanya pada isolat yang tidak menunjukkan adanya
zona hambat (0 cm) dan dinyatakan sebagai isolat
resisten. Bakteri kontrol yang digunakan yaitu
Escherichia coli ATCC 25922 dan Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Kriteria penentuan resisten
atau sensitif adalah berdasarkan breakpoint inhibi-
tion zone diameter (1ZD) untuk Enterobacteriaceae
dari EUCAST (EUCAST, 2020). Hasil uji
resistensti antimikroba untuk amoxicillin-
clavulanic acid dinyatakan sensitif jika 1ZD >14
mm dan resisten jika IZD < 14 mm, untuk cefoxitin
dinyatakan sensitif jika IZD >19 mm dan resisten
jika IZD < 19 mm., untuk ceftriaxone dinyatakan
sensitif jika IZD >25 mm dan resisten jika IZD <
22 mm, untuk amikacin dinyatakan sensitif jika
1ZD >18 mm dan resisten jika IZD < 18 mm. Hasil
diinterpretasikan sebagai intermediate jika IZD
berada di antara sensitif dan resisten.

HASIL
Uji Presumptif Salmonella dan Listeria

Hasil uji presumtif Salmonella yang diamati
pada XLD agar menunjukkan bahwa sebanyak 6
dari total 21 sampel yang diambil dari 21 kandang
yang berbeda dinyatakan positif, dengan ditandai
adanya koloni berwarna hitam atau berbintik hitam.
Sebanyak 22 koloni telah berhasil dipurifikasi dan
dipreservasi. Pada uji presumtif Listeria, semua-
sampel dinyatakan positif dengan ditandai peruba-
han warna pada medium pada Listeria isolation
transwab dari cokelat menjadi hitam. Salmonella
enterica subsp. enterica JCM 1652 ditumbuhkan
pada medium Listeria Isolation transwab sebagai
kontrol negatif. (Gambar 1). Sebanyak 21 isolat
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telah berhasil dipurifikasi pada horse blood agar
dan enam isolat diantaranya menunjukkan aktivitas
hemolisis (isolat H8, H10, H11, H17, H19, dan

H20). Hasil keseluruhan dari uji presumtif dan iso-
lat yang berhasil dikoleksi disajikan dalam Tabel 1.

¢

LS TEMLA T AN AT

Samnling site

.

Gambar 1. Pengujian untuk menduga adanya Salmonella dan Listeria pada sampel feses. (A) Hasil purifikasi

pada XLD agar untuk pengujian Salmonella. (B) Pertumbuhan bakteri kontrol Salmonella
enterica subsp. enterica JCM 1652 pada XLD agar. (C) Salmonella enterica subsp. enterica JCM
1652 sebagai kontrol negatif (kiri) ditumbuhkan pada medium uji presumtif Listeria yang diband-
ingkan dengan Listeria monocytogenes JCM 7671 (kanan). (D) Penampakan koloni dengan aktivi-
tas hemolisis di sekitar koloni pada horse blood agar (dehydrated, 5%). (Figure 1. Presumptive
test to detect the presence of Samonella and Listeria in faecal samples. (4) Purified colonies in
XLD agar for Salmonella test. (B) Growth of bacterial control Salmonella enterica subsp.
enterica JCM 1652 in XLD agar. (C) Salmonella enterica subsp. enterica JCM 1652 (left) as
negative control in presumptive test medium of Listeria, compared to positive Listeria
monocytogenes JCM 7671 (right). (D) Colony appearance of haemolytic activity in horse blood
agar (dehydrated, 5%))

Identifikasi gen 16S rRNA terhadap isolat potensial
patogen

Sebanyak tiga isolat, yaitu H8, X15, dan X21
telah berhasil diidentifikasi menggunakan gen 16S
rRNA. Berdasarkan hasil BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) pada GenBank® dan
konstruksi pohon filogenetik, isolat H8 memiliki
kemiripan sebesar 100% dengan Bacillus flexus

84

NBRC 15715, isolat X15 memiliki kemiripan
sebesar 99,88% dengan Shigella sonnei strain
CECT 4887, sedangkan isolat X21 memiliki
kemiripan sebesar 99,28% dengan Klebsiella
pneumoniae subsp. ozaenae strain ATCC 11296.
Konstruksi pohon filogenetik ketiga isolat tersebut
yang disbandingkan dengan reference strain disaji-
kan dalam Gambar 2.
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Tabel 1. Hasil uji presumtif dan karakteristik isolat asal sampel feses oposum layang (Table 1. Presumptive

test results and characteristics of faecal isolates from sugar glider)

Asal ken- Presumtif Presumtif Kode Aktivitas Penampakan koloni Pola resistensi
dang Salmonella Listeria Isolat hemolisis (Colony appearance) (Resistance pat-
(Cage (Presumtive  (Presumptive (Isolat (Haemolytic tern)
origin) test of Sal- test of Lis- code) activity)
monella) teria)
2.1 + + H4 - Kuning (yellow) -
X19 Hitam (black) -
X20 Putih (white) -
2.2 H2 - Kuning kecokelatan -
(brownish yellow)
- + H3 - Kuning (yellow) CRO
2.3 - + X14 Putih kekuningan -
(vellowish white)
2.4 - + HI13 - Putih transparan -
(transparent white)
3.1 - + H6 - Putih susu (milky white) -
H7 - Putih susu (milky white) AK-AMC-FOX-
CRO
3.2 - + HI11 - Putih transparan -
(transparent white)
H5 - Putih transparan -
(transparent white)
33 - + H9 - Putih susu (milky white) FOX
34 - + H10 + Kuning kecokelatan AK-FOX
(brownish yellow, with
clear zone)
HS8 + Kuning (vellow with clear -
zone)
4.2 + + X15 Berbintik hitam (black -
spotted)
X16 Berbintik hitam (black -
spotted)
X17 Berbintik hitam (black -
spotted)
6.1 + + X10 Putih (white) -
X11 Hitam (black) -
6.4 + + X8 Putih kekuningan -
(vellowish white)
X9 Berbintik hitam (black -
spotted)
7.1 - + X12 Putih (white) -
X7 Putih kekuningan -
(yellowish white)
7.2 + + X3 Hitam (black) -
X4 Putih kekuningan -
(vellowish white)
8.1 - + H20 + Putih kekuningan FOX
(vellowish white with
clear zone)
H21 - Putih (white) -
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Tabel 1. Hasil uji presumtif dan karakteristik isolat asal sampel feses oposum layang (Table 1. Presumptive

test results and characteristics of faecal isolates from sugar glider) (lanjutan).

Asal ken- Presumtif Presumtif Kode Aktivitas Penampakan koloni Pola resistensi
dang Salmonella Listeria Isolat hemolisis (Colony appearance) (Resistance pat-
(Cage (Presumtive  (Presumptive (Isolat (Haemolytic tern)
origin) test of Sal- test of Lis- code) activity)
monella) teria)
8.2 - + H18 - Putih kekuningan AK-AMC-FOX-
(vellowish white) CRO
H19 + Putih kekuningan -
(vellowish white with
clear zone)
X5 Putih (white) FOX
X6 Putih (white) -
8.4 - + X22 Putih (white) -
9.1 - + H15 - Putih kekuningan -
(vellowish white)
H16 - Putih kekuningan AK-AMC-FOX-
(vellowish white) CRO
H17 + Putih (white with clear AK-FOX
zone)
9.2 + + HI12 - Putih transparan -
(transparent white)
X2 Berbintik hitam (black -
spotted)
X21 Hitam (black) -
9.3 - + H14 - Putih transparan -
(transparent white)
X1 Putih (white) -
X13 Putih kekuningan -
(vellowish white)
9.4 - + H1 - Kuning (yellow) -
10.1 - + X18 Putih susu (milky white) -

*Keterangan: AK=Amikacin; CRO= Ceftriaxone; FOX= Cefoxitin, AMC=Amoxicillin-clavulanic acid.
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79| Escherichia coli strain NBRC 102203
Escherichia coli strain U 5/41
Pseudescherichia vulneris strain ATCC 33821
Escherichia fergusonii ATCC 35469

Shigella bovdii strain P288

Shigella flexneri strain ATCC 29903

Shigella sonnei strain CECT 4887

X135

Shigella dvsenteriae strain ATCC 13313
Escherichia marmotae strain HT073016
Enterobacter cloacae strain 279-36

Enterobacter asburiae strain JCM6051

Klebsiella aerogenes KCTC 2190

6 Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae strain ATCC 11296

Klebsiella pnewmoniae strain DSM 30104
Klebsiella variicola strain F2R9

9" Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae strain 07A044
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain ATCC 13311
Listeria monocytogenes strain H3508
66 Bacillus iocasae strain S36

& Bacillus circulans strain NBRC 13626
Bacillus alkalitolerans strain T3-209
Bacillus simplex NBRC 15720 DSM 1321
69 Bacillus paraflexus strain RC2

H8

Bacillus flexus strain NBRC 15715
Bacillus gingshengii strain G19
Bacillus zanthoxyli strain 1433

44| Bacillus megaterium strain ATCC 14581
8" Bacillus arvabhartai B§W22

100

Nitrospira japonicastrain J1

—
0,020

Gambar 2. Konstruksi pohon filogenetik pada isolat H8, X15, dan X21 dengan strain referensi, dilakukan

dengan metode neighbor joining dengan 1000 bootsrap value. (Figure 2. Phylogenetic construc-

tion of H8, X15 and X21 isolates with reference strains using neighbor joining with 1000 boot-

strap value)

Uji Resistensi Antibiotik isolat terkoleksi dari sam-
pel feses oposum

Uji resistensi antibiotik dilakukan terhadap
semua isolat yang berhasil dikoleksi. Sebanyak
sembilan isolat menunjukkan tidak adanya zona
hambat yang terbentuk paling tidak untuk satu jenis
antibiotik yang diujikan, sedangkan sebanyak tiga
isolat (H7, H16 dan H18) menunjukkan resistensi
terhadap semua antibiotik yang diujikan yaitu ami-
kacin, amoxicillin-clavulanic acid, cefoxitin, dan
ceftriaxone. Secara keseluruhan, diamater zona
hambat yang terbentuk untuk sebagian besar isolat

adalah >12 cm. Distribusi semua isolat yang
menunjukkan diameter zona hambat terhadap anti-
biotik disajikan pada Gambar 3, sedangkan pola
resistensi disajikan pada Tabel 1.

Diameter zona hambat dan interpretasi dari
isolat yang diidentifikasi menggunakan gen 16S
rRNA disajikan pada Tabel 2. Uji resistensi anti
biotik menunjukkan bahwa ketiga isolat sensitif
terhadap amikacin, amoxicillin-clavulanic acid,
cefoxitin dan ceftriaxone, kecuali untuk S. sonnei
X15 yang resisten terhadap amikacin.
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Gambar 3. Distribusi diameter zona hambat pada semua isolat terhadap keempat antibiotik yang diujikan.
(Figure 3. Distribution of inhibition zone diameter from all isolates against four antibiotics tested.
Jumlah isolat=number of isolates; diameter zona hambat=inhibition zone diameter)

Tabel 2. Hasil uji resistensi antibiotik terhadap tiga isolat yang diidentifikasi (Table 2. Antimicrobial suscepti-
bility testing results from three identified bacterial isolates)

Spesies (Species)

Diameter zona hambat (Inhibition zone diameter, mm)

AK R//S CRO R/I/S FOX R/I/S AMC R//S
Bacillus flexusHS 26,29 S 31,0 S 29,4 S 32,0 S
Shigella sonnei X15 16,11 R 35,5 S 28,0 S 24,5 S
Klebsiella pneumoniae X21 19,32 S 0 S 15,0 S 27,2 S

*Keterangan: AK=Amikacin; CRO= Ceftriaxone; FOX= Cefoxitin, AMC=Amoxicillin-clavulanic acid,
S=sensitif (susceptible); 1= intermediet (intermediate); R= resisten (resistant).

PEMBAHASAN

Berdasarkan kajian referensi kami, penelitian ini
merupakan yang pertama kali mengkaji potensi
zoonosis dan resistensi antimikroba yang dibawa
oleh oposum layang di Indonesia. Kajian awal ini
menghasilkan tiga temuan utama yaitu 1) uji
presumptif terhadap sampel feses oposum layang
(n=21) yang menunjukkan keberadaan bakteri
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terduga Salmonella (29%) dan Listeria (100%); 2)
terdapatnya isolat yang diinterpretasikan sebagai
isolat resisten terhadap keempat antibiotik yang
diyjikan, vyaitu amikacin, amoxicillin-clavulanic
acid, cefoxitin, dan ceftriaxone,; dan 3) teridentifi-
kasinya tiga isolat potensial patogen yaitu S. sonnei
X15, K. pneumoniae X21 dan B. flexus H8 yang

sensitive terhadap semua antibiotik, kecuali untuk



S.  somnei menunjukkan resistensi terhadap
amikacin.

Salmonella merupakan bakteri fakultatif an-
aerob, non-spore-forming, Gram-negative bacilli
yang termasuk dalam keluarga Enterobacteriaceae.
Reservoir alami Salmonella sangat beragam yang
meliputi hewan ternak, hewan peliharaan dan he-
wan liar, termasuk unggas, babi, sapi, burung,
anjing, hewan pengerat, kura-kura, dan kucing.
Sumber penularan Salmonella yang paling umum
tampaknya berasal dari konsumsi unggas dan
produk daging yang terkontaminasi (Percival dan
Williams, 2014). Namun kini kejadian Salmonello-
sis juga banyak disebabkan oleh satwa liar (Hilbert
et al., 2012). Penelitian yang dilakukan oleh Diana
et al, (2016) juga mengungkap keberadaan
Salmonella pada feses oposum layang di Malaysia.
Sebanyak 8 dari 50 (15,5%) dari sampel dinyatakan
positif untuk Sa/monella, lebih rendah jika diband-
ingkan dengan penelitian ini. Berdasarkan tes
serologi, spesies tersebut teridentifikasi sebagai
Salmonella  enterica serovar Albany dan
Salmonella enterica serovar London. Grimont and
Weill (2007) mengemukakan bahwa Salmonella
enterica serovar Albany memiliki antigen somatik
(O) dengan subfaktor 8 dan 20 serta antigen
flagellar (H) fase 1 dengan faktor z4, z,4, dan z,s.
Sedangkan Salmonella enterica serovar London
memiliki antigen somatik (O) dengan subfaktor 3,
10, dan 15 serta antigen flagellar (H) fase 1 dengan
faktor 1, v serta fase 2 dengan faktor 1 dan 6.

Sedangkan pada uji presumptif Listeria
menunjukkan hasil positif untuk semua sampel
yang ditandai dengan perubahan warna medium
Listeria isolation transwab menjadi hitam. Hal
tersebut menunjukkan keberadaan bakteri terduga
Listeria (100%) pada sampel feses oposum layang.
Sebanyak enam koloni (isolat H8, H10, H11, H17,
H19, dan H20) juga menunjukkan aktivitas beta
hemolisis pada horse blood agar, yang merupakan
salah satu karakteristik dari Listeria. Fitriatin dan
Manan (2015) menjelaskan bahwa aktivitas
hemolisis yang dihasilkan oleh ekstra seluler
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menjadi  faktor pertahanan bakteri dalam
menghadapi  pertahanan inang dengan cara
melisiskan eritrosit. Bakteri yang mampu sintas
akan masuk ke dalam aliran darah sehingga dapat
terdistribusi ke seluruh sel tubuh inang ataupun ke
organ yang menjadi target. Penelitian yang
dilakukan oleh Nichols et al. (2015)
mengkonfirmasi kasus infeksi yang disebabkan
oleh Listeria pada oposum layang yang dipelihara.
Dalam hal ini, Listeria monocytogenes sequence
type (ST-668) berhasil di isolasi dari jaringan hati
oposum layang (14,28%).

Berdasarkan hasil penjajaran sekuens pada
GenBank” dan konstruksi pohon filogenetik, dua
potensial patogen yaitu Shigella sonnei X15 dan
Klebsiella pneumoniae X21 berhasil diidentifikasi,
sedangkan satu isolat lain diidentifikasi sebagai
Bacillus flexus (HS8). Shigella sonnei merupakan
bakteri yang menyebabkan Shigellosis (Wei et al.,
2007). Shigellosis secara global adalah penyebab
utama dari disentri. S. sonnei yang lebih umum
ditemukan di negara-negara maju tengah
mengalami invasi di kawasan industri di Asia,
Amerika Latin, dan Timur Tengah (Thompson,
Duy and Baker, 2015). Tidak seperti kebanyakan
bakteri patogen, S. sonnei tidak memiliki flagella
untuk memfasilitasi pergerakannya. Sebagai
gantinya, bakteri ini menggunakan mekanisme
motilitas atipikal dengan polimerase aktin dan
mekanisme ini tidak dikenali oleh sistem imun
manusia (Seoul 2006).

Klebsiella pneumoniae merupakan patogen
oportunistik yang dapat dijumpai pada mulut, kulit,
usus namun juga dikenal dapat mencemari
peralatan medis yang ada di rumah sakit sehingga
menimbulkan penyakit nosokomial (Liu et al.,
2016). Infeksi yang disebabkan oleh K. pneumoniae
biasanya memainkan peran penting atas terjadinya
pneumonia, infeksi aliran darah, dan abses hati
piogenik (Newire et al., 2013). Bakteri yang ter-
identifikasi lainnya yaitu B. flexus juga dilaporkan-
dapat bersifat patogen (Ucar et al., 2016). B. flexus
ditemukan pada luka bakar pasien yang dirawat
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pada pusat penampungan korban luka bakar di
Turki. Kontaminasi bakteri ini memperparah
infeksi dari luka bakar tersebut. Penelitian lain
dilakukan oleh Celandroni et al. (2016) yang
mengungkapkan potensi patogen dari beberapa
spesies  Bacillus termasuk  Bacillus  flexus.
Penelitian tersebut menunjukkan kemampuan
B.  flexus dalam membentuk Dbiofilm serta
keberadaan gen virulensi nhed dan nheB. Biofilm
yang dibentuk merupakan cara bakteri untuk
bertahan hidup dalam kondisi yang kurang
menguntungkan serta memungkinkan terjadinya
resistensi terhadap sistem pertahanan alami dari sel
inang.

Hasil uji resistensi antibiotik isolat bakteri
feses oposum layang diketahui bahwa B. flexus H8
dan K. pneumoniae X21 sensitif terhadap antibiotik
jenis amikacin, ceftriaxone, cefoxitin, dan
amoxicillin-clavunic acid. Namun S. sonnei X15
menunjukkan resistensi terhadap amikacin.
Menurut Thompson, Duy dan Baker, (2015),
S. sonnei menunjukkan kemampuan Iuar biasa
dalam memperoleh gen resistensi antibiotik dari
bakteri-bakteri komensal dan patogen lainnya.
Niyogi (2005) mengungkapkan bahwa di Indonesia
hampir semua isolat klinis Shigella telah resisten
terhadap antibiotik lapis pertama sehingga
antibiotik lapis kedua dan ketiga terpaksa
digunakan. Pada dasarnya, resistensi antibiotik ter-
jadi secara alami, tetapi penyalahgunaan antibiotik
pada manusia dan hewan dapat mempercepat
proses resistensi tersebut. Dengan ditemukannya
Sembilan isolat resisten, maka perlu dikaji lebih
lanjut untuk mengkonfirmasi adanya resistensi in-
trinsik, yaitu kemampuan bawaan spesies bakteri
untuk melawan aktivitas agen antimikroba, mengin-
gat oposum layang ini belum pernah menerima
treatmen antibiotik. Beberapa contoh resistensi in-
trinsik antara lain Enterococcus yang resisten terha-
dap antibiotik dari aminoglycosides dan cepha-
losporins, dan Pseudomonas aeruginosa yang re-
siten terhadap sulfonamides, trimethoprim dan tet-
racycline (Cox dan Wright, 2013).
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Penelitian ini memiliki beberapa kelemahan.
Uji yang dilakukan merupakan uji presumtif dan
hasilnya masih bersifat dugaan. Metode deteksi
Salmonella menggunakan XLD agar setelah dilaku-
kan pengayaan (enrichment) dapat memberikan
hasil yang bias karena beberapa bakteri seperti
Proteus dan Citrobacter juga menghasilkan koloni-
berwarna hitam (Park et al., 2012). Kemudian, di-
karenakan sebagian besar isolat yang dikoleksi be-
lum teridentifikasi, interpretasi dari hasil uji resis-
tensi antimikroba belum bisa dilakukan. Perlu dite-
kankan pula bahwa penentuan patogen bukanlah
berdasarkan taksonomi atau hasil identifikasi saja,
melainkan ditentukan melalui uji patogenisitasnya.
Oleh karena itu, isolat yang teridentifikasi dalam

penelitian ini pun masih bersifat potensial patogen.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dari kajian awal ini, kami
menguatkan hipotesis bahwa oposum layang berpo-
tensi sebagai reservoir dari bakteri zoonosis seka-
ligus reservoir dari resistensi antimikroba. Proporsi
uji presumtif untuk Salmonella mencapai 29% se-
dangkan untuk Listeria mencapai 100%. Beberapa
isolat yang dikoleksi juga menunjukkan resistensi
terhadap semua antibiotik yang diujikan. Diperlu-
kan riset lanjutan seperti identikasi bakteri yang
dikoleksi dan uji konfirmasi patogenisitasnya. De-
teksi patogen secara langsung, seperti deteksi gen
virulensi dapat digabungkan untuk melengkapi ha-
sil deteksi melalui pendekatan culture dependant
method sehingga faktor resiko penyebaran penyakit
zoonosis dapat dipahami dengan lebih komprehen-
sif.
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