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Pendahuluan 

 Pemberian antibiotika merupakan cara 

penanganan yang umum untuk menangani 

penyakit infeksi. Setiap antibiotik memiliki 

perbedaan dalam cara kerjanya, diantaranya 

adalah dengan menghambat sintesis dinding 

sel, menghambat sintesis asam folat, 

menghambat sintesis protein dan menghambat 

sintesis DNA atau RNA (Sengupta, 2013). 

Penggunakan antibiotik yang tidak sesuai 

prosedur menyebabkan bakteri menjadi 

resisten. Resistensi adalah ketidak mampuan 

antibiotika untuk menghambat pertumbuhan 

bakteri dengan pemberian pada kadar 

maksimum yang dapat ditolerir oleh host. 

Beberapa strain bakteri mungkin saja resisten 

terhadap lebih dari satu antibiotik (Clark et al., 

2012). 

 Laporan WHO dalam Antimicrobial 

Resistance: Global Report on Surveillance 

(2014) menunjukkan bahwa Asia Tenggara 

memiliki angka tertinggi dalam kasus 

resistensi terhadap antibotik di dunia, 

khususnya infeksi yang disebabkan oleh 

Methicillin-resistance Staphylococcus aureus 

(MRSA). Kejadian infeksi di Eropa, terutama 

Portugal, Italia, Malta, Bulgaria, Siprus, 

Yunani, Spanyol, Turki, Irlandia dan Rumania, 

terhapad MRSA ini berkontribusi sebesar 

44% terhadap terjadinya infeksi nosokomial 

(Kock R, 2010; Prasetio, 2017). Di Indonesia, 

angka kejadian penyakit infeksi nosokomial 

pada tingkat layanan Rawat Inap Tingkat 

Lanjut sampai dengan Desember 2014 

mencapai 148.703 kasus (Kemenkes RI 2015). 

 Infeksi S. aureus pertama kali diatasi 

dengan penicillin, namun lama kelaman 

bakteri ini mengalami resistensi terhadap 

penicillin yang kemudian dapat diatasi dengan 

methicillin. Setelah beberapa tahun, 

ditemukan S. aureus menjadi resisten  dengan 

methicillin (Yuwono, 2010). Menurut Gould 

(2009), Resistensi yang disebakan oleh 

MRSA ini juga merupakan masalah yang 

serius karena bakteri ini menyebabkan 

resistensi berantai, terutama pada pemakaian 

antibiotik golongan lainnya seperti golongan 

karbapenem, kuinolon, dan aminoglikosida. 

Info Artikel  Abstrak 

  Methicillin-resistant Stapylococcus aureus (MRSA) disebabkan 

karena adanya gen penyandi resisten yaitu mecA yang terletak di 

dalam SCCmec dan menghasilkan PBP2a. Saat ini methicillin 

sudah tidak diproduksi secara komersil, sehingga penanganannya 

diganti menggunakan oxacillin yang masih satu golongan -

laktam. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi 

adanya gen mecA pada MRSA. Metode yang digunakan adalah uji 

kepekaan Oxacillin disk dan deteksi adanya gen mecA 

menggunakan PCR terhadap 4 isolat S. aureus (Sa1, Sa2, Sa3 dan 

Sa4) yang berasal dari sampel klinis. Hasil penelitian menunjukan 

dari 4 isolat S. aureus, 3 diantaranya yaitu Sa1, Sa2, dan Sa3 

resisten terhadap oxacillin dan menunjukan hasil positif adanya 

gen mecA dengan ukuran 533 bp. Sedangkan Sa4 sensitif terhadap 

Oxacillin dan menunjukan hasil negatif adanya gen mecA. Dapat 

disimpulkan bahwa terdapat gen mecA pada  MRSA. 
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 Berdasarkan penelitian Onanuga dan 

Temedie (2011)  di Amassoma, Nigeria 

sebanyak 31,7% orang dewasa sehat terdapat 

S. aureus dalam usus dengan persentase isolat 

terhadap berbagai antibiotik sebagai berikut : 

ampisilin 68,4%, doksisiklin 60,5%, cefoxitin 

34,2%, vankomisin 36,8%, eritromisin 34,2%, 

dan gentamisin 5,3%. Sedangkan 65,8% dari 

isolat tersebut tahan terhadap keenam 

antibiotik tersebut. Saat ini, S. aureus menjadi 

masalah yang serius karena meningkatnya 

resistensi bakteri terhadap berbagai jenis 

antibiotik (Widinartasari, 2010). 

 Penyebab MRSA adalah adanya gen 

resisten mecA yang dimiliki oleh bakteri 

tersebut. Gen ini terletak di dalam kromosom 

SCCmec dari S. aureus dan dapat dideteksi 

dengaan metode polymerase chain reaction 

(PCR). Gen ini mengkode transpeptidase 

spesifik yang menyebabkan bakteri resisten 

terhadap methicillin dan juga menghasilkan 

Penicillin Binding Protein 2a (PBP-2a) 

(Hiramatsu, 2014; Prasetio, 2017). Studi 

Pournajaf et al., (2014) di Tehran, Iran 

membandingkan uji kepekaan Oxacillin Disk 

dengan identifiksai gen mecA menggunakan 

PCR. Didapatkan hasil sebanyak 133 (47.6%) 

dari 292 isolat S. aureus resisten terhadap 

oxacillin dan sebanyak 126 (45.1%) isolat 

meliki gen mecA dengan amplikon sebesar 

533 bp. Hal ini menunjukan bahwa uji 

oxacillin dan identifikasi gen mecA memiliki 

hasil yang tidak jauh berbeda. Oxacillin 

digunakan karena secara kimia satu golongan 

dengan metisilin, lebih stabil, hasil uji antara 

methicillin dan oxacillin sama dan pada saat 

ini metisilin tidak lagi diproduksi secara 

komersial (Yuwono, 2012). 

 Pemeriksaan gen mecA dapat dijadikan 

metode untuk identifikasi S. aureus yang 

resisten terhadap metisilin karena proses 

identifikasinya lebih cepat dan memiliki hasil 

yang tidak jauh dengan uji oxacillin yang 

membutuhkan waktu lebih lama. 

Bahan dan Metode 

 Metode yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah PCR, dengan tahapan penelitian 

berupa uji oxacillin disk, isolasi DNA S. 

aureus dan identifikasi gen mecA. 

1. Peremajaan dan Uji Oxacillin Disk  

Isolat bakteri S. aureus dalam BHI broth 

ditanam pada media BAP diinkubasi 

semalaman pada suhu 37C. Subkultur isolat 

S. aureus akan tumbuh bewarna kuning dan 

menghasilkan zona jernih disekitar koloni (-

hemolisa). Koloni diuji sifat bioloisnya 

dengan uji katalase, oksidase, koagulase dan 

MSA. Setelh itu dimasukan ke NaCl fisiologis 

sampai kekeruhan menyerupai standar Mc. 

Farland 0,5%. Suspensi koloni tersebut 

dipipet 100 l kemudian diratakan pada media 

MHA. Ditunggu 10-15 menit, letakan 

Oxacillin setelahnya. Diinkubasi semalaman 

pada suhu 37C. 

2. Isolasi DNA S. aureus 

Subkultur isolat S. aureus ditanam pada 

15 ml BHI broth, inkubasi semalaman pada 

suhu 37C. Centrifuge sebesar 12000rpm 

selama 10 menit 4ºC. Supernatan dibuang, 

pellet ditambah 750 l buffer lysis  divortex 

selama beberapa detik. Ditambahkan 20 l 

proteinase K, gojog kuat selama 15 menit 

dengan stirrer. Diinkubasi pada suhu 55C 

selama 30 menit. Centrifuge dengan 

kecapatan 12000 rpm selama 10 menit pada 

suhu 4ºC. Supernatan dipindahkan pada 

tabung ependorf 1,5 ml dan tambahkan phenol 

700 µl. Digojog pelan-pelan selama 30 menit. 

Centrifuge dengan kecepatan 2000 rpm 

selama 10 menit pada suhu 4ºC. Lapisan 

paling atas (aquos) dipindahkan ke tabung 

ependrof, ditambahkan ethanol 96% dingin 

perbandingan 1:1. Centrifuge dengan 

kecepatan 12000 rpm selama 10 menit pada 

suhu 4ºC. Supernatan dibuang, pellet dicuci 

dengan ethanol dingin 70%. Centrifuge lagi 

dengan kecepatan 12000 rpm selama 10 menit 

pada suhu 4ºC. Supernatan dibuang, dan 

dibiarkan sampai mengering. TE ditambahkan 

200µl untuk melarutkan DNA. Hasil isolasi 

DNA S. aureus dapat dilihat setelah 

dielektroforesis agarose 1%. 

3. Identifikasi Gen mecA 

Hasil isolasi diukur terlebih dahulu 

kemurniaannya. Setelah itu, 1 µl DNA 

ditambahakan dengan nuclease free water 

dimasukan sebanyak 7,5 µl, ditambahkan 12,5 

µl taq polymerase kedalam microtube khusus 
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PCR. Primer forward dan primer reverse 

dimasukan masing-masing 2 µl. Microtube 

dimasukan kedalam PCR. Tahap denaturasi 

awal suhu yang dibutuhkan sebesar 95ºC 

selama 6 menit dengan siklus sebanyak 35x, 

diikuti denaturasi temperatur 95ºC selama 30 

detik, annealing dengan temperatur 50ºC  

selama 30 detik dan ekstensi dengan 

temperatur 72ºC selama 2 menit. Tahap 

ekstensi akhir dilakukan pada temperatur 72ºC 

selama 10 menit dan diakhiri dengan suhu 4 

ºC selama 6 menit. Hasil PCR dapat dilihat 

setelah dielektroforesis. Agarose 2%. 

 Hasil 

Didapatkan 4 sampel bakteri berupa 

Isolat S. aureus dari sampel klinis dengan 

kode Sa1, Sa2, Sa3 dan Sa4 dan kontrol 

negatif yaitu S. aureus ATCC 25923. Hasil  

uji biokimia menunjukan bahwa isolat positif 

katalase, oksidase, kogulase dan MSA. 

Selanjutnya isolat S. aureus tersebut diuji 

kepekaannya dengan Oxacillin menggunakan 

media Mueller Hilton Agar (MHA). Terdapat 

3 sampel yaitu Sa1, Sa2, dan Sa3 yang 

resisten terhadap oxacillin menunjukan 

sampel berupa MRSA. Hasil sebaliknya pada 

sampel Sa4 dan 25923 yang memiliki hasil 

sensitif terhadap oxacillin (Tabel 1). Sampel 

yang teridentifikasi sebagai MRSA dengan 

kode Sa1, Sa, dan Sa3 menunjukan hasil PCR 

yang positif terhadap gen mecA dengan 

ukuran 533 bp (Gambar 1). Sedangkan sampel 

Sa4 menunjukan hasil negatif adanya gen 

mecA. Hasil lebih jelas dapat dilihat pada 

Tabel 1. 

Tabel 1. Identifikasi Gen mecA pada MRSA 

Sampel Oxacillin 
Gen 

mecA 

MRSA (Sa1) 

MRSA (Sa2) 

MRSA (Sa3) 

R 

R 

R 

+ 

+ 

+ 

S. aureus (Sa4) S - 

S. aureus ATCC 25923 S - 

MRSA = Methicillin-resistant S. aureus, R =  Resistance, 

S = Sensitive, + = Positif, - = Negatif 

 

Pembahasan 

 Hasil PCR dan elektroforesis gel pada 

penelitian ini menunjukan terdapat 3 sampel 

MRSA yang positif, yaitu Sa1, Sa2 dan Sa3 

ditandai dengan adanya band DNA pada 

ukuran 533 bp. Hasil didukung oleh penelitian 

yang dilakukan Pournajaf et al. (2014) dimana 

sebanyak 126 (94,7%) isolat memiliki gen 

mecA dengan ukuran 533 bp. Penelitian 

Ruban et al. (2017) juga menghasilkan gen 

mecA dari MRSA dengan ukuran 533 bp. 

Hasil serupa juga didapatkan pada penelitian 

Al-Ruaily dan Khalil (2011), terdapat 13 

Gambar 1. PCR Gen mecA Staphylococcus aureus 

Sumur 1:  M = Marker DNA Ladder 100bp; sumur 2: 25923 = Kontrol Negatif S. aureus ATCC 25923; Sumur 3: Sa1, 

Sa2,dan Sa3 = Positif Gen mecA dengan ukuran 533 bp; Sumur : Sa4 = Negatif Gen mecA. 

2592 Sa1 Sa2 Sa3 Sa4 M 

3000 

500 

100 

bp 

533 bp 
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isolat S. aureus yang memiliki gen mecA 

dengan ukuran 532 bp. Hasil berbeda pada 

penelitian Elhassan et al. (2015) didapatkan 

123 isolat S. aureus, sebanyak 111 (90,2%) 

isolat MRSA memiliki gen mecA dengan 

ukuran 310 bp. Sedangkan penelitian Khusnan 

(2016) didapatkan gen mecA  pada MRSA 

dengan ukuran 258-300 bp. Penelitian oleh 

Yuwono (2011), didapatkan ukuran 

basephare yang rendah yaitu 147 bp. 

Perbedan ukuran basephare disebabkan 

karena adanya perbedaan primer gen yang 

akan diamplifikasi. 

 Intensitas pita DNA hasil amplifikasi 

oleh setiap primer dipengaruhi oleh 

kemurnian dan konsentrasi DNA cetakan. 

DNA cetakan yang mengandung senyawa-

senyawa seperti polisakarida dan senyawa 

fenolik, serta konsentrasi DNA cetakan yang 

terlalu kecil sering menghasilkan pita DNA 

amplifikasi yang redup atau tidak jelas 

(Weeden et al. 1992; Roslim, 2003; Langga 

dkk, 2012). Jumlah siklus juga mempengaruhi, 

apabila siklus terlalu sedikit produk akan 

rendah dan bila siklus terlalu banyak akan 

memunculkan smear pada latar belakang serta 

band yang tebal, sehingga menyulitkan pada 

saat melakukan skor band (Pharmawati, 2009). 

 Bakteri S. aureus ATCC 25923 sebagai 

kontrol negatif menunjukan pada dasarnya S. 

aureus tidak memiliki gen mecA. Sampel Sa4 

juga sebagai kontrol negatif menunjukan 

bahwa MSSA tidak memiliki gen mecA. Gen 

mecA dan SCCmec tidak ditemukan pada 

strain MSSA (Yuwono, 2011). Kontrol 

negatif berfungsi untuk mengetahui apakah 

saat mencampurkan mix reagen ke dalam 

sampel terdapat kontaminasi atau tidak. 

Kontrol negatif akan tetap negatif setelah 

pembacaan jika tidak terdapat kontaminasi. 

Hal ini menyatakan bahwa pengerjaan dari 

mix reagen berhasil dan hasil PCR dapat 

dipercaya (Kartikasari, 2008; Pranawaty dkk, 

2012). 

 S. aureus pada awalnya mampu diatasi 

dengan antibiotik β-laktam. Antibiotik β-

laktam mengikat Penicillin Binding Protein 

(PBP) yaitu suatu enzim peptidase membran 

yang mengkatalisis reaksi transpeptidasi pada 

proses sintesis dinding sel bakteri. Ikatan β-

laktam pada situs aktif serin mengakibatkan 

PBP tidak aktif, sintesis dinding sel gagal dan 

bakteri mengalami lisis (Yuwono, 2010). 

Resistensi MRSA terhadap antibiotik 

golongan β-laktam disebabkan perubahan 

pada PBP yang normal yaitu PBP 2 menjadi 

PBP 2a. PBP 2a memiliki afinitas yang sangat 

rendah terhadap β-laktam sehingga sekalipun 

bakteri ini dibiakan pada medium 

mengandung konsentrasi tinggi β-laktam, 

MRSA tetap dapat hidup dan mensintesa 

dinding sel. Eksplorasi pada struktur PBP 2a 

menunjukkan adanya perubahan pada binding 

site yang mengakibatkan rendahnya afinitas 

(Memmi et al, 2008). 

 Genom Staphylococcus tersusun atas 

berbagai gen yang conserved dan gen mobile 

yang diperoleh secara transfer horizontal dari 

spesies lainnya yang membawa determinan 

resistensi atau faktor virulen (Yuwono, 2012). 

Resistensi terhadap antibiotik β-laktam terjadi 

akibat adanya gen yang terletak pada bagian 

Mobile Genetic Element (MGEs) seperti 

transposons dan plasmid. Gen tersebut adalah 

mecA yang merupakan bagian dari SSCmec. 

Gen ini menghasilkan PBP 2a yang 

menyebabkan bakteri resisten terhadap 

antibiotik β-laktam (Prasetio, 2017). SCCmec 

diperkirakan sangat aktif ditransmisi antar 

spesies Staphylococcus secara in vivo. 

Menurut Mehndiratta (2009) Variasi elemen 

genetik pada SCCmec mengindikasikan 

bahwa elemen ini kemungkinan terbentuk 

karena pertukaran materi genetik secara 

horizontal dengan spesies Staphylococcus 

lainnya dan karena pengaruh lingkungan 

bakteri tersebut. 

 Transposon yang disebut fem (factor 

essential for methicillin resistance) atau aux 

factor pada SCCmec dapat mengurangi 

derajat resistensi dengan cara mempengaruhi 

komposisi peptidogikan. Gen mecA atau 

produksi PBP 2a sama sekali tidak 

terpengaruh oleh fem (Llarrull et al., 2009). 

Sepasang galur MRSA dengan mecA yang 

sama dan produksi PBP 2a yang juga sama 

tinggi ternyata menghasilkan ekspresi 

resistensi yang berbeda. Faktor genetik lain 

seperti gen beta-laktamase dan faktor 

eksternal seperti temperatur, osmolaritas, 
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kandungan ion, tekanan oksigen dan cahaya 

juga mempengaruhi ekspresi resistensi (Horne 

et al., 2009). 

 Gen mec complex adalah kumpulan gen 

yang terdiri dari gen mecA dan gen 

regulatornya (gen mecR1 dan gen mecI). Gen 

mecI menyandi suatu protein repressor 

transkripsi sedangkan gen mecR1 menyandi 

protein transduksi sinyal. Gen mecR1 akan 

merespon keberadaan β-laktam di 

lingkungannya dan mengaktifkan domain 

metalloprotease sitoplasmik miliknya dengan 

cara cleavage autolitik. Metaloprotease aktif 

ini akan memotong protein repressor mecI dan 

memindahkannya ke regio operator gen mecA 

sehingga represi transkripsi berakhir dan 

dimulailah transkripsi gen mecA kemudian 

translasi protein PBP 2a (Yuki et al., 2003; 

Yuwono, 2012). 

Kesimpulan 

 Terdapat gen mecA pada isolat S. aureus 

dengan kode Sa1, Sa2 dan Sa3 yang resisten 

terhadap oxacillin dengan produk 533 bp, 

sedangkan negatif gen mecA terdapat pada 

isolat S. aureus kode Sa4 yang sensitif 

terhadap oxacillin. 
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