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ABSTRACT

Mellitus Diabetes is a chronic illness that can cause complications, including difficult wound infections. This infection is often caused by antibiotic resistance bacteria, including Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) that can describe different kinds of beta-lactamase antibiotics. The study is aimed at detecting an esbl in the pubic wound of mellitus using a Chain Reaction Polymerase Method (PCR). This study is a laboratory observation that is descriptive, to see traces of DNA running through the swab pus sample of mellitus diabetes wounds. The study was carried out in July 2024 at the Hasanuddin University Medical Research Center (HUMRC) Microbiology Laboratory. This study began with the removal of diabetes wound swab pus, the extraction of DNA, the PCR mix, the running PCR with the biorhythms, and the visualization with electrophonic and gel doc tools. Research indicates the existence of an esbl gene in the sample is significant, but the prevalence of individual ESBL genes varies. From the tem gene 15 positive sample, gene bla-SHV 3 positive sample and 12 negative sample, gen CTX-M 10 positive sample and 5 negative sample. Conclusion, the diabetic pus wound patient mellitus is dominated by the presence of a gene for TEM.
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ABSTRAK

Diabetes melitus merupakan penyakit kronis yang dapat menyebabkan berbagai komplikasi, termasuk infeksi luka yang sulit sembuh. Infeksi ini sering disebabkan oleh bakteri yang resisten terhadap antibiotik, termasuk Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) yang dapat menguraikan berbagai jenis antibiotik beta-laktam. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi keberadaan ESBL pada pus luka pasien diabetes melitus menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Penelitian ini merupakan penelitian yang dilakukan secara observasi laboratory yang bersifat deskriptif, untuk melihat adanya DNA yang terpendar pada sampel swab pus luka penderita diabetes melitus. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan July 2024 di Laboratorium Mikrobiologi Hasanuddin University Medical Research Center (HUMRC). Penelitian ini diawali dengan pengambilan sampel swab pus luka diabetes, ekstraksi DNA, Mix PCR, running PCR dengan alat Biorad, serta visualisasi dengan alat elektroforesis dan alat Gel doc. Hasil penelitian yang telah dilakukan mengindikasikan keberadaan gen ESBL dalam sampel cukup signifikan, namun prevalensi masing-masing gen ESBL bervariasi. Dari gen TEM 15 sampel positif, gen bla-SHV 3 sampel positif dan 12 sampel negatif, gen CTX-M 10 sampel positif dan 5 sampel negatif. Kesimpulan, pus luka pasien Diabetes Melitus didominasi oleh keberadaan gen tipe TEM.
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[bookmark: _Toc169219130][bookmark: _Toc169219260][bookmark: _Toc170212169][bookmark: _Toc170212557][bookmark: _Toc171921332][bookmark: _Toc171977670][bookmark: _Toc172098467]PENDAHULUAN 
[bookmark: _Toc169219131][bookmark: _Toc169219261][bookmark: _Toc170212170][bookmark: _Toc170212558][bookmark: _Toc171921333][bookmark: _Toc171977671][bookmark: _Toc172098468]Diabetes Melitus (DM) merupakan suatu gangguan metabolisme atau penyakit metabolik yang ditandai oleh peningkatan kadar gula darah (hiperglikemia) akibat gangguan pada sekresi insulin, fungsi insulin, atau keduanya. Kondisi ini dapat menyebabkan kerusakan atau gangguan fungsi metabolik dan kegagalan multi organ, terutama pada ginjal, mata, saraf, jantung, dan pembuluh darah (Tandjungbulu et al., 2022). 
Diabetes melitus hingga kini tetap menjadi penyakit yang prevalensinya terus meningkat secara global, baik di negara maju maupun berkembang, sehingga dapat dikatakan bahwa DM merupakan penyakit yang sangat berbahaya. International Diabetes Federation (IDF) menyebutkan bahwa prevalensi DM di dunia dengan jumlah sebanyak 1,9% dan berdasarkan data World Health Organization (WHO) sekitar 422 juta orang di dunia menderita diabetes, sebagian besar tinggal di negara-negara berpenghasilan rendah dan menengah (Amelia, 2021).
Pada tahun 2021, Indonesia menduduki posisi kelima jumlah penderita DM tertinggi di dunia dengan jumlah sebanyak 19,5%. Provinsi di Indonesia dengan angka prevalensi tertinggi yaitu DKI Jakarta sebesar 2,6%, semestara Provinsi Sulawesi Selatan memiliki angka prevalensi sebesar 1,3% (Riskesdes, 2018) dengan kasus tertinggi ada di Kota Makassar yaitu 5322 kasus dengan angka kematian yang tinggi (Amelia, 2021).
Angka kematian akibat penyakit DM terus meningkat diberbagai negara, termasuk di Indonesia dengan penyebab kematian penyakit terbesar urutan ketiga dengan prevalensi sebesar 6,7%, setelah stroke dan jantung. Tercatat kematian yang disebabkan oleh DM disetiap tahunnya yaitu 1,5 juta jiwa (Amelia, 2021). DM dapat menyerang hampir seluruh sistem tubuh manusia, mulai dari kulit sampai jantung yang dapat menimbulkan komplikasi. Penyakit diabetes biasanya memicu komplikasi atau penyakit kronis, salah satu akibat yang sering terjadi yaitu luka di kaki atau bagian tubuh lain yang sulit sembuh. Proses kesembuhan luka pada penderita DM lebih lama karena sistem imun yang menurun sehingga luka menjadi parah dan kemudian terinfeksi bakteri (Lubis, 2021).
Dalam konteks perawatan luka, pengelolaan pus menjadi fokus utama untuk mencegah komplikasi yang lebih serius, seperti infeksi yang dapat menyebabkan peningkatan risiko amputasi pada kasus luka yang kompleks. Perawatan luka diabetes selama ini dilakukan dengan pemberian antibiotik. Namun pada penggunaannya, antibiotik dapat menimbulkan resistensi bakteri. Bakteri dinyatakan resisten bila pertumbuhannya tidak dapat dihambat oleh antibiotika pada dosis maksimum (Sovia et al., 2023). 
[bookmark: _Toc169219133][bookmark: _Toc169219263][bookmark: _Toc170212172][bookmark: _Toc170212560][bookmark: _Toc171921335][bookmark: _Toc171977673]Resistensi menjadi salah satu masalah paling serius yang dihadapi dunia dan hal ini terus meningkat di seluruh dunia. Penggunaan yang meluas dan irrasional (kurang tepat) menjadi penyebab utama resistensi antibiotik. Resisten yang diawali dengan penggunaan antibiotik yang tidak sampai habis sehingga menyebabkan bakteri tidak mati secara keseluruhan namun masih ada yang bertahan hidup. Perubahan genetik (mutasi) pada bakteri menyebabkan hilangnya efektivitas antibiotik. Hal ini perlu diperhatikan utamanya pada penderita diabetes yang menggunakan antibiotik sebagai obat untuk pengobatan luka (Idris, et al, 2020). 
[bookmark: _Toc169219264][bookmark: _Toc170212173][bookmark: _Toc170212561][bookmark: _Toc171921336][bookmark: _Toc171977674][bookmark: _Toc172098470]Resistensi antibiotik dimediasi oleh enzim bakteri beta-lactamase, merupakan mekanisme resistensi paling signifikan terhadap penisilin dan sefalosporin. Melalui paparan obat beta-laktam, ekspresi beta-lactamase kromosom dapat dirangsang atau terus ditekan. Mekanisme resistensi utama adalah produksi enzim pengubah antibiotik dan sintesis target bakteri yang tidak sensitif terhadap antibiotik. Untuk beberapa golongan antibiotik, termasuk obat beta-lactam, aminoglikosida, kloramfenikol, dan kuniolon, penurunan penetrasi antibiotik juga merupakan mekanisme resistensi. Salah satu enzim yang dapat menghambat kerja antibiotik yaitu enzim Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) (Nicolin et al., 2021). 
Extended Spectrum Beta-Lactamase merupakan enzim yang diproduksi oleh bakteri negatif antara lain Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, yang mampu menghidrolisis penisilin, sefalosporin generasi 1,2,3 dan aztreonam. Antimikroba golongan beta-laktam merupakan salat satu antimikroba yang paling sering diresepkan. Resistensi yang disebabkan oleh enzim ESBL berakibat cukup signifikan terhadap pengobatan penyakit infeksi, termasuk penyakit DM (Muhamad, 2021). Oleh karena itu, diperlukan pemeriksaan laboratorium untuk mendeteksi enzim ESBL untuk mencegah komplikasi DM yang lebih serius.
Pemeriksaan laboratorium yang biasa digunakan mendeteksi enzim ESBL yaitu Double Synergy Test (DDST), Vitex ESBL Test, dan Polymerase Chain Reaction (PCR). Pada kesempatan kali ini, peneliti menggunakan pemeriksaan PCR karena lebih akurat dan sensitif dalam mendeteksi enzim ESBL (Wahyunita, 2022). Keberhasilan deteksi ESBL dapat memberikan arahan terhadap pilihan antibiotik yang lebih tepat untuk pengobatan penyakit DM, sehingga dapat memberikan kontribusi pada penanganan efektif infeksi pada pasien DM. 

METODE
Desain, tempat dan waktu 
[bookmark: _Toc156460231][bookmark: _Toc156807277][bookmark: _Toc169219283][bookmark: _Toc170212192][bookmark: _Toc170212580][bookmark: _Toc171921355][bookmark: _Toc171977693][bookmark: _Toc172098489]Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian deskriptif dan data yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Rumah Sakit Universitas Hasanuddin pada bulan Juni-Juli 2024.
Populasi, sampel, dan Teknik pengambilan sampel 
[bookmark: _Toc155279424][bookmark: _Toc156460234][bookmark: _Toc156807280][bookmark: _Toc169219286][bookmark: _Toc170212195][bookmark: _Toc170212583][bookmark: _Toc171921358][bookmark: _Toc171977696][bookmark: _Toc172098492][bookmark: _Toc155279426][bookmark: _Toc156460236][bookmark: _Toc156807282][bookmark: _Toc169219288][bookmark: _Toc170212197][bookmark: _Toc170212585][bookmark: _Toc171921360][bookmark: _Toc171977698][bookmark: _Toc172098494]Populasi dalam penelitian ini adalah pasien Diabetes Melitus dengan pus luka di Rumah Sakit Umum Pusat dr. Wahidin Sudirohusodo. Sampel dalam penelitian ini adalah pasien Diabetes Melitus dengan pus luka dengan teknik pengambilan sampel accidental sampling.
Langkah-Langkah Penelitian
1. Pra Analitik 
Sampel diambil dari pus luka pasien diabetes melitus dengan menggunakan swab dacron dan diberi kode sampel. 
2. Analitik 
a. Ekstraksi DNA 
1) Preparasi Sampel 
Langkah awal untuk mempersiapkan sampel swab yaitu membuat suspensi bakteri MacFarland 0,5-1 didalam tabung ependorf, sentrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 300 x g. Supernatant dibuang, kemudian tambahkan 200 ul Phosphate Buffered Saline dan 20 ul Proteinase K lalu dihomogenkan. 
2) Cell Lysis 
Cell lysis merupakan proses pemecahan atau penghancuran sel-sel biologis untuk melepaskan komponen seluler seperti DNA, RNA, protein dan metabolit. Proses ini dilakukan dengan menambahkan 200 ul Glycine Sodium Buffer yang berfungsi sebagai larutan penyangga karena mengandung asam amino dan natrium sehingga dapat menstabilkan Ph larutan. Inkubasi di suhu 60°C selama 20 menit dan setiap 5 menit divortex. 
3) DNA Binding 
Proses ini merujuk pada kemampuan molekul tertentu untuk berinteraksi dan membentuk ikatan dengan molekul DNA. Tahap ini dimulai dengan penambahan 200 ul Ethanol kemudian vortex selama 10 detik lalu dimasukkan ke dalam GS Column (Gel Separation Column) yang digunakan untuk memisahkan molekul berdasarkan berbagai properti fisik dan kimia. Kemudian sentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 14.000-16.000 rpm, lalu buang cairan pada collection tube atau tabung pengumpulan. 
4) Wash 
Pada pencucian pertama, tambahkan 400 ul wash buffer lalu sentrifuge selama 30 detik dengan kecepatan 14.000-16.000 rpm. Buang cairan pada collection tube, pada tahap pencucian kedua tambahkan 600 ul wash buffer lalu sentrifuge selama 30 detik dengan kecepatan 14.000-16.000 rpm. Ganti collection tube dengan yang baru, dan sentrifuge kembali selama 3 menit dengan kecepatan 14.000-16.000 rpm.
5) Elution 
Pindahkan Gel Separation Column ke tabung ependorf steril, tambahkan 100 ul Ellution buffer yang sebelumnya telah dipanaskan, lalu sentrifuge selama 3 menit dengan kecepatan 14.000-16.000 rpm. Buang Gel Separation Column, dan cairan yang terdapat pada tabung ependorf merupakan DNA produk yang siap untuk di PCR.
b. Mix PCR 
Masukkan reagen enzim go taq master mix sebanyak 12,5 µl, primer forward TEM-164 SE 0,5 µl, primer reverse TEM-164 AS 0,5 µl, primer forward bla-SHV SE 0,5 µl, primer reverse bla-SHV AS 0,5 µl, primer CTX-M-U1 0,5 µl, primer CTX-M-U1 0,5 µl, nuclease free water 4,5 µl, dan DNA sampel 5,0 µl ke dalam tabung PCR, sehingga total volumenya adalah 25 µl.



c.  Running PCR 
Pada siklus pertama yang disebut sebagai Pre-Denaturasi, dilakukan di suhu 95 °C sebanyak 1 kali selama 15 detik. Kemudian, dilanjutkan dengan siklus kedua sebanyak 35 kali, yang terdiri dari tiga langkah. Langkah pertama, Denaturasi, dilakukan di suhu 94 °C selama 30 detik. Langkah kedua, Aneling, dilakukan di suhu 61 °C selama 40 detik. Langkah ketiga, Extension, dilakukan di suhu 72 °C selama 2 menit. Dan siklus ketiga, yang disebut Final Extension, dilakukan sebanyak 1 kali di suhu 72 °C selama 10 menit. 
Melalui serangkaian siklus ini, terjadi pemisahan dan perpanjangan untai DNA, memungkinkan amplifikasi secara signifikan. Proses ini penting untuk menghasilkan jumlah DNA yang cukup untuk analisis lebih lanjut. 
d. Gel Elektroforesis
1) Buat Gel 
Langkah pertama dalam pembuatan gel adalah menimbang 2 gram agarose dan melarutkannya dalam 100 ml Tris Borate EDTA (TBE) Buffer 0,5x untuk mendapatkan larutan agarose 2%. Campuran agarose dan TBE Buffer 0,5x dipanaskan hingga larut, kemudian didiamkan hingga sedikit mendingin sebelum menambahkan 5 μl Ethidium Bromide. Larutan agarose yang telah disiapkan kemudian dituangkan ke dalam cetakan dan dibiarkan hingga mengeras. 
2) Pembuatan DNA marker 
Dalam langkah ini, 25 µl DNA 100 bp ladder dimasukkan ke dalam tabung yang berisi 1 ml Blue Juice Loading Dye, kemudian dicampur untuk digunakan sebagai marker. Tabung laboratorium yang berisi campuran ini kemudian dicopot dan digantikan oleh tabung yang berfungsi sebagai marker dalam proses analisis lebih lanjut. 
3) Persiapan running elektroforesis 
Proses elektroforesis dimulai dengan menempatkan gel yang sudah beku ke dalam sistem elektroforesis kemudian direndam dalam larutan TBE 0,5x. Selanjutnya, sebanyak 8 μl amplicon hasil PCR yang terdiri dari Kontrol Positif, Kontrol Negatif, dan sampel, ditambahkan 2 μl Blue Juice Loading Dye (tanpa marker). Campuran ini kemudian dicampur dan dimasukkan ke dalam sumur-sumur gel sebanyak 10 μl. 
Pada lubang pertama, ditambahkan 10 μl DNA Leader 100 bp, yang ditempatkan di dekat kontrol positif untuk memudahkan analisis. Selanjutnya, proses elektroforesis dilakukan untuk memisahkan fragmen DNA berdasarkan ukuran mereka dalam gel yang dicairkan, dan hasilnya akan dievaluasi untuk menentukan profil genetik dari amplicon yang dihasilkan. 
4) Running elektroforesis 
Proses elektroforesis diawali dengan menghidupkan sistem elektroforesis dan menjalankan arus dari muatan negatif (katode) ke muatan positif (anode) dengan kekuatan arus sebesar 100 A selama 60 menit. 
3. Pasca analitik 
Setelah proses elektroforesis selesai, pita-pita yang terbentuk pada gel dapat diamati. Jika pita tersebut sejajar dengan kontrol positif, itu menunjukkan hasil yang positif, mengindikasikan keberhasilan dalam mendeteksi dan memisahkan fragmen DNA sesuai dengan ukuran yang diinginkan.
Analisis data
Dari data yang diperoleh, ditandai dengan munculnya sebuah pita atau band pada gel elektroforesis setelah amplifikasi DNA. Pita ini menandakan bahwa fragmen DNA yang sesuai dengan gen ESBL tipe TEM telah berhasil diamplifikasi. Hasil positif ini menunjukkan bahwa gen tersebut hadir dalam sampel pus luka yang diuji, mengindikasikan keberadaan bakteri yang mungkin resisten terhadap antibiotik tertentu. Dengan demikian, hasil positif pada deteksi PCR menunjukkan bahwa tindakan lebih lanjut mungkin diperlukan untuk mengelola infeksi secara efektif.

HASIL
Penelitian ini telah dilakukan pada tanggal 05 July sampai dengan 08 July 2024 di Laboratorium Mikrobiologi Hasanuddin University Medical Research Center (HUMRC) Rumah Sakit Perguruan Tinggi Negeri Universitas Hasanuddin (RSPTN-UH). Pengambilan sampel dilakukan di Klinik Epitel (Spesialis Luka Diabetes Kota Makassar. 
Hasil deteksi Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) pada sampel swab ulkus diabetikum penderita diabetes melitus diambil oleh peneliti sampai jumlah sampel terpenuhi sebanyak 15 sampel. Kemudian dilakukan pengambilan sampel dengan swab steril pada pus luka pasien diabetes melitus. Selanjutnya dilakukan ekstraksi DNA dengan Gsync DNA extraction Kit yang dimulai dengan dilakukan preparasi sampel, cell lysis, DNA Binding, wash serta yang terakhir elution. Setelah dilakukan estraksi DNA dilanjut dengan mix PCR, running PCR dengan alat Biorad, dan yang terakhir dilakukan visualisasi dengan alat elektroforesis dan Alat Gel doc.
Berdasarkan gambar 1 menunjukkan bahwa dari 15 sampel yang diperiksa dengan Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) telah ditemukan DNA yang sesuai dengan gen Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) tipe TEM, bla-SHV dan CTX-M pada pus luka pasien penderita diabetes melitus yang mencapai target band.

PEMBAHASAN 
Diabetes Melitus (DM) merupakan suatu gangguan metabolisme atau penyakit metabolik yang ditandai oleh peningkatan kadar gula darah (hiperglikemia) akibat gangguan pada sekresi insulin, fungsi insulin, atau keduanya (Tandjungbulu et al., 2022). Diabetes melitus biasanya memicu komplikasi atau penyakit kronis, salah satu akibat yang sering terjadi yaitu luka di kaki atau bagian tubuh lain yang sulit sembuh. 
Pus luka pada pasien diabetes adalah kondisi di mana luka atau ulkus terbuka pada kulit atau jaringan diabetik terinfeksi oleh bakteri, yang menyebabkan pembentukan cairan bernanah yang kaya akan sel darah putih, disebut pus. Kulit terbuka yang muncul karena adanya makroangiopati, mengakibatkan insufisiensi vaskuler dan neuropati. Proses kesembuhan luka pada penderita DM lebih lama karena sistem imun yang menurun sehingga luka menjadi parah dan kemudian terinfeksi bakteri (So’emah, 2023). Dalam menentukan adanya infeksi pada pus luka diabetes dapat dilakukan dengan metode kultur serta metode molecular yaitu Polymerase Chain Reaction (PCR). 
Pemeriksaan laboratorium yang dilakukan peneliti terhadap 15 sampel adalah metode Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR merupakan metode sintesis dan amplifikasi DNA yang efektif. Teknik ini memungkinkan pengamplifikasian segmen DNA dapat diperbanyak menjadi jutaan salinan hanya dalam beberapa jam. PCR merupakan metode molekuler yang paling sederhana dan sering digunakan untuk mengidentifikasi gen-laktamase dalam keluarga enzim. Metode ini menggunakan primer oligonukleotida yang dirancang khusus bagi gen-laktamase, yang biasanya dipastikan untuk berikatan pada wilayah dengan berbagai mutasi titik yang belum diketahui. 
Berdasarkan tabel 1 menunjukkan hasil pemeriksaan Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) pada pus luka pasien diabetes melitus dengan metode PCR diperoleh hasil positif dari 15 sampel. Secara genotipe dinyatakan positif ESBL karena ditemukan DNA dari gen TEM, hal ini ditandai dengan adanya band pita DNA yang terpendar. Primer spesifik yang digunakan dalam penelitian ini berdasarkan penelitian sebelumnya yaitu untuk primer forward TEM – 164 SE : TCG CCG CAT ACA CTA TTC TCA GAA TGA dan primer reverse TEM – 164 AS : ACG CTC ACC GGC TCC AGA TTT AT. Primer TEM-164 SE merupakan primer yang menempel pada ujung awal segmen DNA targer yaitu 3 menuju ujung 5, sedangkan primer TEM-164 AS merupakan primer yang menempel pada ujung akhir segmen DNA target yaitu 5 menuju ujung 3. PCR yang dihasilkan kemudian dielektroforesis. 
Hasil elektroforesis ini dianalisa dengan membandingkan ketebalan band secara visual menggunakan alat Gel doc. Band optimal yang dimaksud adalah band yang tebal, tunggal/single dan sesuai ukuran target, dimana pada penelitIan ini didapatkan ukuran target 445 bp. Dengan ditemukannya ESBL gen TEM pada pus luka pasien diabetes menandakan adanya infeksi oleh bakteri gram negatif pada daerah ulkus diabetes. Hal ini sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Pisestyani et al. 2022 dimana ditemukan hingga 90% ESBL gen TEM pada isolat di ulkus diabetes. 
Ada beberapa hal yang menyebabkan atau menjadi faktor ditemukannya ESBL gen TEM pada isolat pus luka diabetes. Pada isolat ulkus diabetes, beberapa faktor berkontribusi terhadap munculnya ESBL gen TEM. Salah satu faktor utamanya adalah penggunaan antibiotik yang berlebihan atau tidak tepat. Pasien dengan ulkus diabetes sering kali mengalami infeksi kronis dan mendapatkan terapi antibiotik jangka panjang, yang dapat mendorong seleksi bakteri resisten. 
Selain itu, lingkungan perawatan luka juga memainkan peran penting dalam penyebaran ESBL gen TEM. Ulkus diabetes sering memerlukan perawatan medis yang intensif, termasuk debridemen bedah dan perawatan luka yang ekstensif. Selama proses ini, pasien dapat terpapar bakteri resisten yang ada di lingkungan rumah sakit, terutama di unit perawatan intensif atau klinik luka. Penularan silang antara pasien, peralatan medis, dan tenaga kesehatan dapat meningkatkan risiko kolonisasi dan infeksi dengan bakteri penghasil ESBL. 
Faktor genetik bakteri juga berperan dalam penyebaran ESBL gen TEM. Gen yang mengkodekan enzim ESBL dapat ditransfer antara bakteri melalui plasmid atau elemen genetik bergerak lainnya. Pada pasien dengan ulkus diabetes, bakteri yang terkolonisasi di luka dapat bertukar materi genetik dengan bakteri lain, mempercepat penyebaran resistensi. Ini diperparah oleh kondisi luka yang sering lembab dan kaya nutrisi, menciptakan lingkungan yang mendukung pertumbuhan dan pertukaran genetik antar bakteri. Kondisi kesehatan pasien juga merupakan faktor penentu dalam perkembangan ESBL tipe TEM. Pasien dengan diabetes sering kali memiliki sistem kekebalan tubuh yang lemah dan sirkulasi darah yang buruk, terutama di ekstremitas bawah. Hal ini membuat mereka lebih rentan terhadap infeksi dan kesulitan dalam penyembuhan luka. Infeksi yang berulang atau persisten dapat memberikan tekanan selektif tambahan yang mendorong munculnya dan bertahannya bakteri resisten di ulkus diabetes. 
Sementara itu pada tingkat molekuler, adanya ESBL gen TEM pada isolat ulkus diabetes sering kali disebabkan oleh keberadaan gen yang mengkode enzim tersebut. Gen ini biasanya terletak pada plasmid, yang merupakan elemen genetik ekstrakromosomal yang dapat berpindah antar bakteri. Teknik molekuler seperti Polymerase Chain Reaction (PCR) dapat digunakan untuk mendeteksi keberadaan gen TEM. Analisis lebih lanjut dengan teknik sequencing dapat memastikan identitas spesifik dan variasi genetik dari gen ESBL tipe TEM yang terdeteksi. Mutasi pada gen beta-laktamase juga memainkan peran penting dalam pembentukan ESBL tipe TEM. 
Mutasi ini dapat meningkatkan aktivitas enzim terhadap berbagai antibiotik beta-laktam, termasuk cephalosporins generasi ketiga dan keempat. Analisis molekuler menggunakan teknik seperti sequencing gen atau kloning gen dapat mengidentifikasi mutasi spesifik yang bertanggung jawab atas spektrum aktivitas yang diperluas. Keberadaan elemen genetik bergerak, seperti transposon dan integron, juga berkontribusi terhadap penyebaran ESBL tipe TEM pada isolat ulkus diabetes. Elemen-elemen ini dapat membawa gen resistensi dan memfasilitasi transfer horizontal gen antar bakteri, bahkan lintas spesies. Teknik molekuler seperti gel electrophoresis dan southern blotting dapat digunakan untuk mendeteksi elemen-elemen ini dan memahami peran mereka dalam penyebaran resistensi. 
Berdasarkan tabel 2 menunjukkan hasil pemeriksaan Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) pada pus luka pasien diabetes dengan metode PCR dari 15 sampel, secara genotipe positif ESBL karena ditemukan DNA dari gen bla-SHV, hal ini ditandai dengan adanya band pita DNA yang terpendar. Primer spesifik yang digunakan pada penelitian ini adalah Primer Forward bla-SHV.SE : ATGCGTTATATTCGCCTGTG dan Primer Reverse bla-SHV.AS : TGCTTTGTTATTCGGGCCAA dengan target band 747 bp. Dengan ditemukannya ESBL gen bla-SHV pada pus luka pasien diabetes menandakan adanya infeksi oleh bakteri gram negatif pada daerah ulkus diabetes, tetapi gen bla-SHV menunjukkan tingkat negatif yang lebih tinggi, dengan 12 sampel negatif dan 3 sampel positif. Menurut Firdaus (2021) memiliki kemiripan sekitar 68% asam aminonya dengan TEM-1 dan struktur keseluruhan yang serupa. β-lactumase SHV-1 sering ditemukan pada K. pneumoniae, menyebabkan sekitar 20% resistensi ampisilin pada bakteri ini melalui plasmid. Meskipun gen yang mengkodekan SHV-1 telah dihipotesiskan sebagai bagian dari elemen transposable, belum pernah terbukti (Firdaus, 2021). 
Berdasarkan tabel 3 menunjukkan hasil pemeriksaan Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) pada pus luka pasien diabetes dengan metode PCR secara genotipe ESBL positif karena ditemukan DNA dari gen CTX-M, hal ini ditandai dengan adanya band pita DNA yang terpendar. Primer spesifik yang digunakan pada penelitian ini adalah Primer Forward CTX-M-U1 : ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGC dan Primer Reverse CTX-M-U2 : TGGGTAAAGTAAGTGACCAGAATCAGCGG dengan target band 593 bp. Dengan ditemukannya ESBL gen CTX-M pada pus luka pasien diabetes menandakan adanya infeksi oleh bakteri gram negatif pada daerah ulkus diabetes, tetapi gen CTX-M memiliki prevalensi positif yang signifikan dengan 10 sampel positif dan 5 sampel negatif. Berdasarkan penelitian oleh Mukhlis, (2022) Enzim CTX-M memiliki keterkaitan yang lebih rendah dengan TEM atau SHV β-laktamase, hanya menunjukkan sekitar 40% kesamaan. Ada lebih dari 80 enzim CTX-M yang diketahui saat ini. Sebelumnya, enzim dengan hubungan paling dekat di luar tipe ini dianggap sebagai kelas kromosom encoding A sefalosporinase yang ditemukan di K. oxytoca, C. diversus, Proteus vulgaris, dan Serratia fonticola, dengan homologi sekitar 73 hingga 77% (Mukhlis, 2022). 
Tipe utama CTX-M mencakup CTX-M-1 dan CTX-M-3, serta CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, Toho-1, Toho-2, dan CTX-M-8, dimana dua kelompok terakhir hanya memiliki satu anggota sampai saat ini. Mereka umumnya ditemukan pada Salmonella enterica serovar Typhimurium dan E. coli, tetapi juga terdeteksi pada spesies Enterobacteriaceae lainnya, menjadi jenis ESBL yang mendominasi di beberapa negara (Kusuma, 2021).
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, ditemukan bahwa prevalensi gen Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) bervariasi tergantung pada tipe gen yang diuji. Dari total sampel, gen TEM menunjukkan prevalensi positif tertinggi dengan 15 sampel positif. Gen CTX-M memiliki prevalensi positif yang signifikan dengan 10 sampel positif dan 5 sampel negatif. Sementara itu, gen bla-SHV menunjukkan tingkat negatif yang lebih tinggi, dengan 3 sampel positif dan 12 sampel negatif. Secara keseluruhan, hasil ini mengindikasikan bahwa keberadaan gen ESBL dalam sampel cukup signifikan, namun prevalensi masing-masing gen ESBL bervariasi. Infeksi pada pus luka pasien Diabetes Melitus didominasi oleh keberadaan ESBL, khususnya gen tipe TEM, yang mengindikasikan pentingnya deteksi dan pengendalian infeksi ini untuk pengelolaan luka pada pasien Diabetes Melitus.

SARAN 
Berdasarkan temuan dari penelitian yang telah dilakukan, peneliti menyarankan penelitian selanjutnya untuk memperluas cakupan sampel dengan mempertimbangkan variasi geografis dan karakteristik demografis pasien DM. Selain itu, penting untuk mengintegrasikan analisis genetik lebih lanjut seperti sekuen gen untuk mengidentifikasi mutasi yang terkait dengan resistensi antibiotik, serta untuk membandingkan hasil dengan uji sensitivitas antibiotik untuk mendapatkan gambaran yang lebih komprehensif tentang fenotip resistensi bakteri di lingkungan luka pasien DM.
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Tabel 1
Hasil Deteksi Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) Tipe TEM pada Pus Luka Pasien Diabetes Melitus Metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
	[bookmark: _Hlk176885938]Hasil Pemeriksaan ESBL Tipe TEM pada Pus Luka DM
	Jumlah (n=15)
	Persentase (%)

	Positif
Negatif
	   15
0
	       100
0



Tabel 2
Hasil Deteksi Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) Tipe bla-SHV pada Pus Luka Pasien Diabetes Melitus Metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
	Hasil Pemeriksaan ESBL Tipe bla-SHV pada Pus Luka DM
	Jumlah (n=15)
	
Persentase (%)

	Positif
Negatif
	    3
12
	        20
80


        
Tabel 3
Hasil Deteksi Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) Tipe CTX-M pada Pus Luka Pasien Diabetes Melitus Metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
	Hasil Pemeriksaan ESBL Tipe CTX-M pada Pus Luka DM
	Jumlah (n=15)
	
Persentase (%)

	Positif
Negatif
	   10
5
	       66,6
 33,3
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Gambar 1. Hasil PCR Deteksi ESBL gen tipe TEM (L8), bla-SHV (K Pos) dan CTX-M (L12) pada Pus Luka Pasien DM
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