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Abstrak. Klebsiella pneumoniae adalah salah satu penyebab utama healthcare-associated infections dengan tingkat
multidrug resistance (MDR) tinggi, terutama klon penghasil extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) dan
carbapenemase (CP). Serotipe kapsul Klebsiella pneumoniae sangat bervariasi sesuai tingkat resistensinya terhadap
serum dengan K1, K2, dan K5 menjadi penanda strain hipervirulen yang berbeda dari Klebsiella pneumoniae klasik dalam
masyarakat pada umumnya. Penelitian ini bertujuan untuk mengaplikasikan teknik polymerase chain reaction (PCR) untuk
mendeteksi genotipe kapsul K1, K2, dan K5 Klebsiella pneumoniae asal pasien Rumah Sakit Umum (RSU) Kabupaten
Tangerang. Isolasi dan uji resistensi dilakukan oleh Laboratorium RSU Kabupaten Tangerang. Konfirmasi spesies K.
pneumoniae dan deteksi genotipe kapsul dengan metode PCR dilakukan di Laboratorium Molekuler Poltekkes Kemenkes
Banten. Sebanyak delapan isolat (26,7%) merupakan K. pneumoniae resistan Carbapenem dan 11 (36,7%) penghasil
extended spectrum beta-lactamase (ESBL). Dari total 31 sampel yang diperoleh, hanya satu isolat yang tidak dapat
dikonfirmasi. Seluruh isolat yang terkonfirmasi K. pneumoniae diproses untuk tahap selanjutnya. Pemeriksaan PCR
menggunakan primer untuk mendeteksi genotipe kapsul K1, K2, dan K5 menunjukkan hanya satu isolat (3,3%) yang
diduga merupakan strain hipervirulen dengan genotipe kapsul K2. Tidak ada genotipe K1 dan K5 pada semua isolat yang
diperiksa.
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Abstract. Klebsiella pneumoniae is one of the primary cause of healthcare-associated infections with high multidrug
resistance (MDR) incidence, especially the extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) and carbapenemase (CP)
producing clones. Klebsiella pneumoniae capsular serotype is highly variable according to its serum resistance with K1,
K2, and K5 marking the difference between the hypervirulent strain and the classical community-acquired Klebsiella
pneumoniae. This research aimed to apply the polymerase chain reaction (PCR) technique to detect K. pneumoniae
capsular genotypes K1, K2, and K5 from patients of Tangerang District General Hospital. Bacterial isolation and
antimicrobial susceptibility tests were done by the Hospital Laboratory. Confirmatory and capsular genotype detection PCR
tests were conducted at the Molecular Laboratory of Banten Health Polytechnic. Eight isolates (26,7%) were Carbapenem-
resistant and 11 (36,7%) isolates were extended spectrum beta-lactamase (ESBL) producing K. pneumoniae. Only one
out of the total 31 samples was not confirmed as K. Pneumoniae by PCR. All confirmed isolates were processed for the
next step. PCR test using primers to detect capsular genotype K1, K2, and K5 resulted in one isolate (3,3%) detected as
hypervirulent strain with K2 capsule type. There was no K1 and K5 genotypes detected in all isolates.
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Pendahuluan
Klebsiella pneumoniae secara klasik bersifat patogen oportunistik yang dapat menimbulkan

berbagai infeksi seperti pneumonia, infeksi saluran kemih, dan bakteremia pada individu dengan sistem
kekebalan tubuh rendah (1). Klebsiella pneumoniae merupakan salah satu penyebab utama healthcare-
associated infections dengan tingkat multidrug resistance (MDR) tinggi, terutama klon penghasil
extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) dan carbapenemase (CP) (2,3) sehingga menjadi target
Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System (GLASS) (4). Salah satu faktor virulensi
yang paling penting dalam menentukan kemampuan K. pneumoniae untuk bertahan dalam serum dan
menghindari fagositosis adalah kapsul polisakharida, sehingga K. pneumoniae yang tidak memiliki kapsul
cenderung memiliki virulensi rendah (5,6).

Serotipe kapsul K. pneumoniae bervariasi sesuai tingkat kemampuannya menghindari fagositosis
(7). Tipe kapsul K1, K2, dan K5 merupakan penanda yang cukup baik untuk membedakan K. pneumoniae
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hipervirulen dengan K. pneumoniae klasik dalam masyarakat dengan tingkat akurasi 0,90, sensitivitas
0,93, dan spesifisitas 0,88 (8). Klebsiella pneumoniae hipervirulen (hvKp) memiliki kemampuan untuk
menginfeksi individu sehat (9). Bakteri hvKp hidup di saluran pencernaan dan dapat menyebar ke bagian
tubuh lainnya (10). Sejak pertama kali dilaporkan di Taiwan pada tahun 2008, hvKp telah ditemukan
secara luas di negara-negara Asia, Amerika, dan Eropa dengan kasus terbanyak di Asia (11) hamun
belum banyak informasi yang tersedia mengenai penyebarannya di Indonesia. Oleh karena itu penelitian
ini dilakukan untuk mendeteksi genotipe kapsul K1, K2, dan K5 K. pneumoniae asal pasien di Rumah
Sakit Umum Kabupaten Tangerang.

Metode
Pengumpulan Sampel

Sebanyak 30 sampel isolat K. pneumoniae dikumpulkan dari RSU Kabupaten Tangerang pada bulan
Juli — September 2022.

Isolasi dan Identifikasi K. pneumoniae

Sampel klinis dikumpulkan dan diperiksa oleh Laboratorium RSU Kabupaten Tangerang. Isolat K.
pneumoniae yang diperoleh dibawa ke Laboratorium Mikrobiologi Poltekkes Kemenkes Banten dalam
media lactose broth kemudian digoreskan pada plat MacConkey agar (MCA) dan diinkubasi pada 37°C
selama 18-24 jam untuk mendapatkan koloni tunggal. Koloni tunggal yang diperoleh kemudian
disubkultur pada plat MCA yang baru dan diinkubasi pada 37°C selama 24 jam.

Uji konfirmasi K. Pneumoniae hasil subkultur dilakukan dengan metode PCR di Laboratorium
Molekuler Poltekkes Kemenkes Banten. DNA diekstraksi dengan metode perebusan (12). Gen rpoB yang
spesifik untuk spesies K. pneumoniae diamplifikasi menggunakan pasangan primer F-
CAACGGTGTGGTTACTGACG dan R-TCTACGAAGTGGCCGTTTTC dengan ukuran amplikon 108 bp
(13).

Amplifikasi dilakukan menggunakan GoTaq® Green Master Mix (Promega). Reagen yang
digunakan untuk PCR konfirmasi spesies ini adalah: 12,5 pul GoTag® Green Master Mix 2X, 0,5 pl primer
forward 20 uM, 0,5 pl primer reverse 20 uM, 4 ul templat DNA, dan 7,5 ul nuclease-free water.

Proses PCR menggunakan thermal cycler GTC96S 96 well (Cleaver Scientific) dengan tahap
denaturasi awal 95°C selama 1 menit, diikuti 35 siklus amplifikasi (denaturasi 95°C 15 detik, annealing
55°C 30 detik, dan ekstensi 72°C 10 detik), dan ekstensi akhir 72°C selama 4 menit. Elektroforesis
dilakukan menggunakan gel agarose 1%, bufer Tris-acetate-EDTA (TAE) konsentrasi 1X, GelRed®
Biotium, dan DNA ladder VC 100 bp (Vivantis).

Ekstraksi DNA

Isolat hasil subkultur diekstraksi dengan metode perebusan (12) dan sedikit modifikasi. Koloni
diambil menggunakan ose steril dan disuspensikan ke dalam 50 ul nuclease-free water dalam tabung
microcentrifuge 1,5 ml. Suspensi divorteks hingga homogen kemudian direbus selama 10 menit dalam
waterbath kemudian disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 1 menit.

Penentuan serotipe kapsul dengan PCR
Amplifikasi dengan PCR multipleks dilakukan untuk mendeteksi keberadaan serotipe K1, K2 dan K5
(14). Primer spesifik untuk K1, K2, dan K5 disajikan pada

Tabel 1. Reagen yang digunakan untuk PCR kapsul ini adalah: 12,5 ul GoTag® Green Master Mix
2X, masing-masing 0,5 pl primer forward dan reverse 20 uM, 4 pl templat DNA, dan nuclease-free water
hingga 25 pl. Kondisi PCR yang digunakan adalah: denaturasi awal 94°C selama 1 menit, diikuti 35 siklus
amplifikasi (denaturasi 94°C 30 detik, annealing 59°C 45 detik, dan ekstensi 72°C 1 menit 30 detik), dan
ekstensi akhir 72°C selama 6 menit. Visualisasi amplikon dilakukan menggunakan gel agarose 1%, bufer
TAE 1X, GelRed® Biotium, dan DNA ladder VC 100 bp (Vivantis).

Tabel 1. Pasangan primer untuk deteksi serotipe kapsul Klebsiella pneumoniae
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Nama Primer Sekuen DNA Serotipe Amplikon Referensi
Kapsul (bp)

magA_for (F) 5- GGTGCTCTTTACATCATTGC-3' K1 1283 (15)
magA_rev (R) 5- GCAATGGCCATTTGCGTTAG-3'

K2_for (F) 5'- CAACCATGGTGGTCGATTAG-3' K2 531 (16)
K2_rev (R) 5'- TGGTAGCCATATCCCTTTGG-3'

K5wzxF360 (F) 5-' TGGTAGTGATGCTCGCGA-3' K5 280 (15)
K5wzxR639 (R) 5'- CCTGAACCCACCCCAATC-3'

Lolos Kaji Etik
Keterangan lolos kaji etik dikeluarkan oleh Komite Etik Penelitian Rumah Sakit Umum (RSU)
Kabupaten Tangerang dengan nomor 445/035 — KEP-RSUTNG.

Hasil

Sebanyak 30 isolat K. pneumoniae dari berbagai spesimen klinis seperti sputum, darah, pus, dan
jaringan telah dikumpulkan. Lima belas isolat (50%) merupakan K. pneumoniae penghasil ESBL (Tabel
2).

Tabel 2. Karakteristik isolat Klebsiella pneumoniae asal spesimen klinis

ESBL
HP12 01 + + - HP12 16 - + -
HP12 02 + + - HP12 17 - + -
HP12 03 - + - HP12 18 - + -
HP12 04 + + - HP12 19 - + -
HP12 05 + + - HP12 20 - + -
HP12 06 + + - HP12 22 + + -
HP12 07 + + - HP12 23 + + -
HP12 08 - + - HP12 24 - + -
HP12 09 + + - HP12 25 + + -
HP12 10 + + - HP12 26 - + -
HP12 11 + + - HP12 27 + + -
HP12 12 + + - HP12 28 - + K2
HP12 13 - + - HP12 29 - + -
HP12 14 - + - HP12 30 + + -
HP12 15 - + - HP12 31 - + -

Dari total 31 sampel yang diperoleh, hanya satu isolat yang tidak dapat dikonfirmasi dengan PCR
yaitu sampel dengan kode HP12 21 (nomor urut 21) pada

Gambar 2 atas. Seluruh isolat yang terkonfirmasi K. pneumoniae (30) diproses untuk tahap
selanjutnya. Pemeriksaan PCR menggunakan primer untuk mendeteksi genotipe kapsul K1, K2, dan K5
menunjukkan hanya satu isolat yang positif memiliki genotipe kapsul K2 (

Gambar 2 bawah) sedangkan serotipe K1 dan K5 tidak ditemukan.
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Gambar 1. Elektroforesis gel isolat HP12 01-13. Atas: Hasil PCR konfirmasi K. pneumoniae. Bawah: Hasil PCR
multipleks serotipe kapsul K1, K2, dan K5

Gambar 2. Elektroforesis gel isolat HP12 14-31. Atas: Hasil PCR konfirmasi K. pneumoniae.
Bawah: Hasil PCR multipleks serotipe kapsul K1, K2, dan K5

Diskusi

Angka K. pneumoniae penghasil ESBL dalam penelitian ini (50%) lebih tinggi dibandingkan di
negara-negara maju di Eropa (27-42%) dan Amerika Utara (9,3-11%) (17). Hal ini mengundang
perhatian terutama jika infeksi terjadi di fasilitas pelayanan kesehatan (18). Di Asia Tenggara dan Asia
Timur sendiri angka K. pneumoniae penghasil ESBL adalah 15-60% (19). Di antara bakteri Gram negatif
opotunistik, K. pneumoniae memiliki keragaman distribusi ekologi, komposisi DNA, gen resisten
antimikroba, dan plasmid yang lebih tinggi sehingga berpotensi besar menularkan gen resisten ke
patogen penting lainnya (20). Gen-gen ESBL biasanya disandi dalam plasmid yang dapat berpindah
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secara spontan antar- dan sesama spesies dalam famili Enterobacteriaceae melalui transfer gen
horizontal (21). Sehingga keberadaan K. pneumoniae penghasil ESBL ini dapat menjadi sumber
penularan resistensi ke patogen lainnya. Penelitian tentang K. pneumoniae penghasil ESBL di Cina pada
tahun 2008-2012 menunjukkan bahwa cKP penghasil ESBL (50%) secara signifikan lebih umum
ditemukan dibanding hvKP penghasil ESBL (9,09%) (22). Demikian juga dengan penelitian yang
dilakukan tahun 2013, meskipun ada peningkatan persentase (12,6%), hvKP penghasil ESBL masih lebih
jarang ditemukan dibandingkan cKP penghasil ESBL (42,7%) (23).

Deteksi serotipe kapsul K1, K2, dan K5 sebagai penanda hvKP dalam penelitian ini menunjukkan
bahwa satu-satunya isolat yang terdeteksi memiliki serotipe K2 tidak menghasilkan ESBL. Tidak
ditemukannya serotipe K1 dalam penelitian ini sejalan dengan studi sebelumnya yang mengukur
prevalensi K. pneumoniae serotipe K1 di Asia di mana frekuensi K1 lebih tinggi di Cina, India, Jepang,
Korea, Singapura, Taiwan, dan Vietnam namun tidak ditemukan pada isolat asal Indonesia, Sri Lanka,
dan Thailand (15). Akan tetapi hasil penelitian yang sama menunjukkan bahwa serotipe yang dominan
ditemukan di Indonesia adalah K5 dengan prevalensi 68%, bertolak belakang dengan temuan dalam
penelitian ini di mana tidak ada serotipe K5 yang terdeteksi (15). Penelitian terbaru pada isolat K.
pneumoniae yang dikumpulkan pada tahun 2019 di empat rumah sakit di Uganda menunjukkan bahwa
prevalensi serotipe K5 lebih tinggi dibandingkan serotipe lainnya (24). Variasi temuan dalam berbagai
penelitian dalam rentang waktu yang berbeda menunjukkan bahwa kolaborasi penelitian perlu dilakukan
dengan cakupan wilayah yang lebih luas di Indonesia untuk mendapatkan gambaran yang lebih
komprehensif tentang status penyebaran dan beban kesehatan yang ditimbulkan oleh K. pneumoniae.

Kesimpulan

Di antara K. pneumoniae yang diisolasi dari berbagai spesimen Kklinis, hanya satu isolat yang
terdeteksi memiliki serotipe kapsul K2 (3%). Tidak ada serotipe K1 dan K5 yang ditemukan dalam
penelitian ini.
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