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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is associated with the expression of the
mecA gene. This study aimed to determine the optimal annealing temperature and agarose
concentration to achieve the best PCR product quality based on the evaluation of DNA band
integrity, thickness, and resolution. DNA was extracted from five S. aureus samples to detect
isolates containing the mecA gene. The experimental variations included annealing
temperatures of 53°C, 55°C, 57°C, and 59°C, as well as agarose concentrations of 1% and
1.5%. Through densitometry measurements, the optimal mecA gene band thickness was
achieved at an annealing temperature of 59°C. Furthermore, the use of a 1.5% agarose
concentration provided the best DNA separation resolution compared to the 1% concentration.
In conclusion, optimization of annealing temperature and agarose concentration parameters
was crucial to ensure the accuracy of MRSA diagnosis in the laboratory .
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Abstrak

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dikaitkan dengan adanya ekspresi gen
mecA. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan suhu annealing dan konsentrasi agarosa yang
optimal guna mendapatkan kualitas produk PCR terbaik berdasarkan evaluasi keutuhan,
ketebalan, dan resolusi pita DNA. DNA diekstrak dari 5 sampel S. aureus untuk mendeteksi
isolat yang memiliki gen mecA. Variasi penelitian dilakukan pada suhu annealing 53°C, 55°C,
57°C, 59°C dan konsentrasi agarosa 1% dan 1,5%. Melalui pengukuran densitometri, ketebalan
pita gen mecA yang paling optimal tercapai pada suhu annealing 59°C. Selain itu, penggunaan
konsentrasi agarosa 1,5% memberikan resolusi pemisahan DNA yang paling baik dibandingkan
konsentrasi 1%. Kesimpulannya, optimasi parameter suhu annealing dan konsentrasi agarosa ini
sangat penting untuk menjamin akurasi diagnosis MRSA di laboratorium.

Kata Kunci: Agarosa, annealing, Gen mecA, MRSA, PCR
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Highlight:

* Melalui analisis densitometri, ketebalan dan kualitas pita DNA gen mecA pada
bakteri MRSA mencapai kondisi paling optimal
pada suhu annealing 59°C dibandingkan dengan variasi suhu lainnya (53°C,
55°C, dan 57°C).

* Penggunaan konsentrasi agarosa sebesar 1,5% memberikan resolusi dan
pemisahan pita DNA yang jauh lebih baik serta lebih jelas dalam proses
elektroforesis dibandingkan dengan konsentrasi 1%.

* Optimasi parameter fisik berupa suhu annealing dan konsentrasi matriks
agarosa ini sangat krusial untuk menjamin akurasi, sensitivitas, dan validitas
diagnosis keberadaan strain bakteri resisten MRSA di laboratorium.

PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus termasuk bakteri Gram positif dengan ciri koloni
berbentuk bulat, berwarna kuning, dan anaerob fakultatif. Bakteri ini merupakan flora
normal yang mudah ditemukan di tubuh manusia, lingkungan, dan udara. Namun
pertumbuhan yang tidak terkendali dapat memicu berbagai infeksi serius seperti
pneumonia, bakterimia, meningitis, dan gastroenteritis (Trisia et al., 2018).

Staphylococcus aureus dapat mengembangkan sifat resisten terhadap antibiotik
beta-laktam, sehingga strain tertentu berkembang menjadi Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) (Algammal et al., 2020). Resistensi disebabkan oleh
peningkatan konsumsi antibiotik dan jenis antibiotik dalam pengobatan penyakit
(Prasetio dan Barliana, 2016). Infeksi MRSA yang bersumber dari rumah sakit
(Hospital-Acquired MRSA) maupun dari komunitas (Community Acquired-MRSA),
menjadi masalah klinis yang mendesak karena dikaitkan dengan peningkatan durasi
rawat inap, tingginya biaya perawatan, dan meningkatnya angka kematian pasien
(Rahman et al., 2023).

Staphylococcus aureus mempunyai Penicillin Binding Protein (PBPs), suatu
enzim yang berperan dalam polimerisasi ikatan glikan dan pengikatan silang rantai
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tersebut menjadi struktur dinding sel (Wacnik et al., 2022). Keberadaan gen mecA
mengode PBP2A yang memiliki afinitas rendah terhadap antibiotik beta-laktam.
Akibatnya, bakteri dapat mensintesis dinding sel terlepas dari keberadaan antibiotik
tersebut (Alghamdi et al., 2023).

Menurut WHO dalam laporan Global Antimicrobial Resistance and Use
Surveillance System (GLASS) tahun 2022, penelitian yang mencakup 76 negara
mengungkapkan bahwa 35% isolat Staphylococcus aureus menunjukkan resistensi
terhadap metisilin (Ume et al., 2025). Penelitian lain mengindikasikan tingginya
estimasi prevalensi kasus MRSA di Indonesia yang diperkirakan berada dalam kisaran
25% hingga 50% (Mandagi et al., 2022). Menurut data surveilans MRSA tahun 2022,
distribusi kasus di wilayah Jawa Tengah—Yogyakarta tercatat sebagai yang tertinggi
keempat di Indonesia dengan persentase resistensi mencapai 33% (PAMKI, 2023).

MRSA merupakan tantangan dalam deteksi klinis sehingga diperlukan metode
deteksi yang tepat dan cepat. PCR menjadi standar emas dalam mendeteksi gen penanda
bakteri MRSA (Gupta et al., 2022). Metode ini dapat mendeteksi gen nuc dan mecA
MRSA dengan spesifisitas 97% dan sensitivitas 100% dalam waktu penyelesaian 48
jam (Liu et al., 2016).

Prinsip PCR adalah mengamplifikasi segmen DNA tertentu dalam jumlah berkali-
kali lipat. PCR terdiri dari tahap denaturation (pemisahan untai ganda), tahap annealing
(penempelan primer) dan tahap elongation (amplifikasi untai DNA baru) (Khehra et al.,
2025). Tahap annealing perlu dilakukan optimasi suhu karena setiap gen memiliki suhu
annealing berbeda (Setyawati and Zubaidah, 2021). Penggunaan suhu annealing yang
kurang tepat sering kali memicu penempelan primer yang tidak spesifik dan
menurunkan efektivitas PCR (Seprianto et al., 2023).

Setelah  DNA teramplifikasi, dilakukan elektroforesis pada media agarosa.
Elektroforesis adalah teknik memisahkan molekul bermuatan dengan bantuan elektroda
untuk menghasilkan medan listrik (Amanda et al., 2019). Konsentrasi agarosa
memengaruhi laju elektroforesis dan resolusi. Resolusi gel mengacu pada kemampuan
memisahkan fragmen DNA berdasarkan ukurannya sehingga fragmen terpisah dan tidak
tumpang tindih (Arslan et al., 2021). Jika konsentrasi agarosa tidak sesuai dengan
ukuran target basa nukleotida gen mecA, pita DNA tidak dapat bermigrasi sempurna
sehingga terlihat membaur (smear), bertumpuk, atau tidak terpisah secara jelas dengan
DNA ladder.

Berdasarkan kondisi tersebut, celah penelitian masih terbuka karena tidak semua
laboratorium menggunakan desain primer gen mecA yang sama, dan prosedur standar
sering kali gagal menghasilkan kualitas visualisasi pita DNA yang konsisten di berbagai
kondisi mesin PCR. Oleh karena itu, tujuan dari penelitian ini adalah mengidentifikasi
suhu annealing dan konsentrasi agarosa yang optimal dilihat dari kualitas produk PCR.
Hasil PCR yang baik akan memunculkan pita tebal dan jelas sedangkan hasil yang
kurang baik ditunjukkan oleh pita samar akibat degradasi DNA (Lucena-Aguilar et al.,
2016). Setelah dilakukan elektroforesis, DNA yang berkualitas tinggi akan
menunjukkan pita yang jelas, tebal, dan sesuai ukuran target (Setyawati dan Zubaidah,
2021; Triani, 2019).

METODE
Penelitian ini berjenis eksperimental laboratorium dengan rancangan one shot

case study. Metode yang digunakan untuk mendeteksi gen mecA adalah Polymerase
Chain Reaction (PCR). Peneliti melakukan variasi suhu annealing PCR pada 53°C,
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55°C, 57°C, dan 59°C dan variasi konsentrasi gel agarosa pada 1% dan 1,5%. Penelitian
dilaksanakan pada bulan Mei-Juni 2023 di Laboratorium Terpadu, Fakultas Keguruan
dan Ilmu Pendidikan Universitas Muhammadiyah Purwokerto. Variabel bebas pada
penelitian ini berupa suhu annealing dan konsentrasi agarosa. Variabel terikat berupa
kualitas produk PCR.

Sampel yang digunakan adalah S. aureus yang mengontaminasi alat-alat medis di
Rumah Sakit Siaga Medika dan PKU Muhammadiyah Kroya. Sampel S. aureus telah
melalui proses identifikasi dengan pewarnaan Gram, uji katalase, dan koagulase.
Sampel terdiri dari lima isolat bakteri dari tiga alat berbeda, isolat tensimeter memiliki
kode R.PD.T4 (HA), K1.T12 (HE), dan RV.T4 (HF). Isolat tiang infus memiliki kode
R.IS2.I3 (HD), sedangkan isolat stetoskop memiliki kode R6.S1 (HB).

Alat yang digunakan meliputi sentrifus, mikropipet, UV Transiluminator,
Mastercycler Nexus Gradient tipe 6331 (Eppendorf), dan alat elektroforesis (BIO
RAD). Bahan-bahan yang digunakan meliputi kultur bakteri MRSA, Media lactose
broth, NaCl Fisiologis, Aquabidest (ddH20), Bacterial DNA Extraction kit, primer
forward (GGG ATC ATA GCG TCA TTA TTC) dan reverse (AAC GAT TGT GAC
ACG ATA GCC), PCR kit, TAE Buffer, Agarosa, DNA ladder 100 bp (Geneaid),
loading dye (Geneaid) dan Ethidium bromide.

Tahap penelitian diawali dengan kultur bakteri dan ekstraksi DNA. Isolat bakteri
S. aureus dikulturkan pada lactose broth. Kultur diendapkan dengan bantuan sentrifus
dengan lama waktu 5 menit, kecepatan 10.000 rpm, dan suhu 4°C. Supernatan dibuang
kemudian NaCl fisiologis ditambahkan NaCl fisiologis sebanyak 200 uL dan lisozim
sebanyak 5 pL. Sampel lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit. Tahap
selanjutnya merupakan ekstraksi DNA sesuai dengan prosedur High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche). Tahapan lisis diawali dengan penambahan binding
buffer 200 uL dan 40uL lysis buffer dan proteinase kemudian diinkubasi. Dilanjutkan
ke tahap pengikatan DNA dengan bantuan 500 pL inhibitor remove buffer. Tahapan
pencucian DNA dilakukan dengan penambahan 500 pL wash buffer. Dilanjutkan ke
tahap elusi dengan penambahan 200 pL elution buffer. Sampel disentrifus dengan
pengaturan 8000 g selama 1 menit untuk setiap tahapan. Isolat DNA kemudian
disimpan pada suhu 20°C.

Penelitian dilanjutkan ke tahap amplifikasi gen mecA. Reagen yang digunakan
untuk mengamplifikasi gen mecA adalah MyTaq™ HS Red Mix (Bioline Reagents Ltd.)
PCR mix, primer, dan sampel yang telah homogen dimasukkan pada alat PCR
(Eppendorf Mastercycler Nexus Gradient). Tahapan denaturasi awal selama 2 menit
pada suhu 94°C. tahap annealing dilakukan selama 30 detik, tahap extension selama 1
menit pada suhu 72°C, tahap amplifikasi dilakukan sebanyak 30 siklus, dan tahap final
extension pada suhu 72°C selama 5 menit.

Hasil amplifikasi PCR kemudian dielektroforesis dengan konsentrasi agarosa 1%
(Kemalaputri et al., 2017) dan 1,5% (Sugireng and Rosdarni, 2020). Serbuk agarosa
ditambahkan dengan buffer TAE 1X dan 1 pL pewarna GelRed kemudian dicetak.
DNA ladder 100 bp dimasukkan pada sumuran pertama dan sampel pada sumuran
selanjutnya. Elektroforesis diatur pada tegangan 100 volt selama 30 menit. Pengamatan
dilakukan menggunakan UV transiluminator.

Produk PCR yang telah diberikan perlakuan variasi suhu annealing dan
konsentrasi agarosa kemudian dianalisis dengan bantuan UV TransluminaUV
Transilluminator dan aplikasi ImageJ. Aplikasi ini dapat mengukur ketebalan pita
berdasarkan kepadatan pixel. Penilaian kualitas produk PCR dilakukan berdasarkan
integritas (pita DNA harus tunggal), spesifisitas (tidak ada primer dimer) dan intensitas
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(ketebalan).
HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel pada penelitian ini merupakan isolat S. aureus dari tiga alat berbeda yang
meliputi stetoskop, tiang infus, dan alat tensimeter di Rumah Sakit Siaga Medika dan
PKU Muhammadiyah Kroya. Isolat tensimeter memiliki kode R.PD.T4 (HA), K1.T12
(HE), dan RV.T4 (HF). Isolat tiang infus memiliki kode R.IS2.I3 (HD), sedangkan
isolat stetoskop memiliki kode R6.S1 (HB). Berdasarkan hasil PCR pada Gambar 1,
sampel K1.T12 (HE) menunjukkan pita DNA berukuran +500 bp. Pita DNA dengan
panjang 533 bp merupakan penanda positif untuk gen mecAd pada bakteri MRSA
(Khairullah et al., 2022). Temuan ini berhasil mendeteksi satu isolat bakteri MRSA
yang berasal dari alat tensimeter berdasarkan gen mecA. Keberadaan mecA berkorelasi
erat dengan resistensi terhadap B-laktam, menjadikannya penanda utama dalam deteksi
MRSA.

Gambar 1. Hasil elektroforesis untuk mendeteksi gen mecA (£500 bp) pada sampel
R.PD.T4 (HA), R6.S1 (HB), R.IS2.13 (HD), K1.T12 (HE), RV.T4 (HF)

Berdasarkan proses amplifikasi, empat sampel: R.PD.T4 (HA), R6.S1 (HB),
R.IS2.13 (HD) dan RV.T4 (HF) tidak menunjukkan adanya gen mecA. Secara genotipik,
ketiadaan gen target ini mengindikasikan bahwa bakteri tidak mengembangkan
mekanisme resistensi terhadap B-laktam, sehingga diklasifikasikan sebagai Methicillin
Susceptible Staphylococcus aureus (MSSA).

Akan tetapi, analisis molekuler perlu melibatkan penanda gen lain sebagai
langkah konfirmasi. Hal ini disebabkan adanya mekanisme resistensi alternatif yang
melibatkan gen lain, seperti mecC dan blaZ (Lozano et al., 2020; Listiani et al., 2023).
Pernyataan ini sejalan dengan penelitian Idrees et al. (2023), yang melaporkan bahwa
dari 63 isolat MRSA yang dianalisis, sebanyak 7 isolat (11,1%) tidak menunjukkan
adanya gen mecA (533 bp), melainkan hanya gen mecC (356 bp), atau bahkan tidak
mendeteksi gen mec sama sekali.

Hasil optimasi suhu annealing dengan konsentrasi agarosa 1% dan 1,5%
ditunjukkan pada Gambar 2. Semua pita DNA terdeteksi pada +500 bp tanpa adanya
smear dan pita ganda. Smear pada hasil elektroforesis dapat terbentuk akibat degradasi
DNA menjadi fragmen-fragmen pendek selama proses isolasi, volume DNA yang
berlebihan saat elektroforesis, maupun penggunaan tegangan yang terlalu tinggi
(Sundari dan Priadi, 2019). Pita ganda dapat terjadi jika suhu annealing terlalu rendah
yang menyebabkan amplifikasi non-spesifik (Yuenleni, 2019).
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Gambar 2. Hasil elektroforesis untuk sampel HE pada konsentrasi gel agarosa 1%
(kiri) dan 1,5% (kanan) dengan variasi suhu annealing 53,0°C (1),
54,9°C (2), 57,1°C (3), 59,0°C (4) dan M sebagai marker

Hasil kuantifikasi intensitas pita DNA menggunakan aplikasi Imagel
menunjukkan bahwa suhu annealing 59,0°C menghasilkan ketebalan pita gen mecA
yang paling tinggi dengan nilai densitometri 48.750 (Gambar 3). Nilai densitometri
mencerminkan ketebalan pita. Angka yang meningkat membuktikan secara kuantitatif
bahwa pada suhu tersebut primer menempel paling spesifik dan efisien, sehingga jumlah
amplikon yang dihasilkan paling banyak.

Suhu Annealing Nilai Densitometri Agarosa Nilai Densitometri Agarosa

°O) 1% (AU¥) 1,5% (AU¥)
53,0 14.250 18.500
54,9 23.100 28.450
571 32.800 39.200
59,0 41.500 48.750
Keterangan: * AU= Arbitrary Units (Satuan Piksel pada Imagel)
50,000
S 40,000
[a)
S
£ 30,000
&
< 20,000
e
<1) [ —
@ 10,000 Tr——
~
0
53.0°C 54.9°C 57.1°C 59.0°C
Suhu annealing
e=@==2agarosa 1% agarosa 1,5%

Gambar 3. Ketebalan pita PCR untuk gen mecA methicillin-resistant
Staphylococcus aureus dengan konsentrasi 1% dan konsentrasi
1,5%
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Hal ini menandakan bahwa suhu 59,0°C mampu mendukung pembentukan
fragmen DNA yang utuh dengan konsentrasi tinggi. Suhu ini merupakan kondisi yang
paling tepat bagi primer untuk menempel pada sekuens target secara spesifik, sehingga
meminimalisasi terjadinya amplifikasi sekuens lain atau smear. Hasil ini sejalan dengan
penelitian Violita et al. (2024), bahwa suhu tinggi dapat mengurangi terbentuknya pita
DNA yang tidak spesifik pada Gambar 3.

Sebagai perbandingan, penelitian Faisal et al. (2019) menggunakan primer
berbeda dan melaporkan bahwa gen mecA (533 bp) berhasil diamplifikasi pada suhu
55°C, namun gagal pada suhu 60°C. Perbedaan hasil optimasi ini mungkin dipengaruhi
oleh desain primer yang berbeda, mengingat komposisi, konsentrasi, dan panjang DNA
dapat menentukan suhu penempelan primer (annealing) (Seprianto et al., 2023).
Konsentrasi agarosa 1,5% yang digunakan dalam penelitian ini menunjukkan resolusi
pita paling optimal dibandingkan dengan konsentrasi 1%. Hal ini ditandai dengan DNA
ladder yang jelas dan tidak terlalu rapat. DNA ladder bermigrasi sesuai dengan beratnya
dan tidak tumpang tindih satu sama lain, sehingga memudahkan identifikasi gen mecA4
pada +500 bp.

Secara prinsip, peningkatan konsentrasi agarosa akan memperkecil ukuran pori
yang memungkinkan pemisahan lebih baik untuk fragmen DNA kecil. Sebaliknya,
fragmen DNA berukuran lebih besar lebih mudah bermigrasi dalam gel berkonsentrasi
rendah karena ukuran pori yang lebih besar (Arslan et al., 2021). Konsentrasi agarosa
1,5% membentuk ukuran pori yang paling ideal untuk memberikan efek saringan
(sieving effect) yang optimal terhadap fragmen berukuran sekitar 310-533 bp. Pada
konsentrasi 1%, ukuran pori gel terlalu besar untuk fragmen 533 bp, sehingga DNA
bermigrasi terlalu cepat dan berisiko menghasilkan pita yang kurang tajam.

Penelitian tentang deteksi gen mecA Khairullah et al. (2022) menggunakan
konsentrasi agarosa 2% dan Rocchetti et al. (2018) dengan konsentrasi 3%
menunjukkan resolusi yang baik pada hasil elektroforesis. Temuan ini menunjukkan
bahwa konsentrasi agarosa dalam rentang 1-3% dapat digunakan secara fleksibel untuk
elektroforesis gen mecA tergantung pada ukuran target DNA dan kebutuhan analisis.
Oleh karena itu, pemilihan konsentrasi gel agarosa harus disesuaikan dengan
karakteristik sampel dan tujuan penelitian untuk mendapatkan hasil yang akurat dan
dapat direproduksi.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diketahui bahwa satu sampel dari
alat tensimeter (K1.T12) terdeteksi sebagai MRSA dan memiliki gen mecA. Optimasi
suhu annealing menunjukkan bahwa suhu 59,0°C menghasilkan pita DNA paling tebal.
Selain itu, konsentrasi agarosa 1,5% memberikan resolusi paling baik untuk mendeteksi
gen mecA. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan perlu diakui bahwa terdapat
keterbatasan pada jumlah sampel yang belum bervariasi. Oleh karena itu, perhitungan
jumlah sampel harus mempertimbangkan power analysis untuk meningkatkan
probabilitas dalam mendeteksi efek yang signifikan. Penelitian selanjutnya disarankan
melakukan metode spektrofotometri pada hasil ekstraksi DNA sebagai validasi
keberhasilan dan analisis kuantitatif ekstrak DNA.
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