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Abstrak  

 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan bakteri S.aureus yang resisten terhadap 

antibiotik β-laktam dan berperan penting dalam infeksi nosokomial di rumah sakit. Gen mecA berfungsi sebagai 

penanda molekuler untuk strain MRSA yang dapat dideteksi menggunakan metode Polymerase Chain Reaction 

(PCR), di mana efisiensi amplifikasi dipengaruhi oleh konsentrasi primer dan suhu annealing. Penelitian ini 

bertujuan untuk memperoleh konsentrasi primer dan suhu annealing yang optimal dalam mendeteksi gen mecA 

pada bakteri MRSA udara di ruangan rumah sakit. Metode pada penelitian ini menggunakan desain eksperimental. 

Suhu annealing divariasikan menjadi 53°C, 55°C, 57°C, dan 59°C, serta konsentrasi primer divariasikan menjadi 

5 µM dan 10 µM. Analisis pita DNA dilakukan secara visual menggunakan UV transluminator dan luas area pita 

DNA menggunakan aplikasi imageJ. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa suhu annealing 53°C menghasilkan 

amplifikasi gen mecA yang lebih optimal dibandingkan suhu annealing 55°C, 57°C, dan 59°C. Selain itu, 

penggunaan konsentrasi primer 10 µM memberikan hasil amplifikasi yang lebih baik dibandingkan dengan 

konsentrasi primer 5 µM. Kesimpulan dari penelitian ini adalah suhu annealing 53°C dan konsentrasi primer 10 

µM merupakan kombinasi yang optimal dalam mendeteksi gen mecA pada bakteri MRSA, baik secara visual 

maupun kuantitatif. 

 

Kata Kunci : Gen mecA, Konsentrasi Primer, MRSA, PCR, Suhu Annealing 
 

 

Optimation of Primer Concentration and Annealing Temperature for 

Detection of the mecA Gen in Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) Bacteries from Hospitals 

 
Abstract 

 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a β-lactam antibiotic-resistant S. aureus that plays an 

important role in nosocomial infections in hospitals. The mecA gene serves as a molecular marker for MRSA 

strains that can be detected using the Polymerase Chain Reaction (PCR) method, where amplification efficiency 

is affected by primer concentration and annealing temperature. This study aims to obtain the optimal primer 

concentration and annealing temperature in detecting the mecA gene in airborne MRSA bacteria in hospital rooms. 

The method in this study uses an experimental design. The annealing temperature was varied to 53°C, 55°C, 57°C, 

and 59°C, and the primer concentration was varied to 5 µM and 10 µM. DNA band analysis was performed visually 

using a UV transluminator and the area of the DNA band using imageJ application. The results of this study 

indicate that annealing temperature of 53°C produces more optimal mecA gene amplification compared to 

annealing temperatures of 55°C, 57°C, and 59°C. In addition, the use of a primer concentration of 10 µM provides 

better amplification results compared to a primer concentration of 5 µM. The conclusion of this study is an 

annealing temperature of 53°C and a primer concentration of 10 µM are the optimal combination in detecting the 

mecA gene in MRSA bacteria, both visually and quantitatively. 
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Pendahuluan  

 

Staphylococcus aureus adalah bakteri 

Gram positif berbentuk kokus, nonmotil, dan 

secara morfologi sel-selnya berkelompok 

menyerupai gugusan anggur (Erlin et al., 2020). 

S. aureus menjadi salah satu mikrobiota kulit, 

tetapi pada inang yang rentan dapat 

menyebabkan infeksi (Nuryah et al., 2019). S. 

aureus didapatkan di udara dan lingkungan 

sekitar, sehingga menjadi spesies yang sering 

menyebabkan infeksi (Trisia et al., 2018). 

S. aureus dapat mengalami resistensi 

dikarenakan penggunaan antibiotik secara 

berulang-ulang (Wijayanti & Safitri, 2018). 

Strain S. aureus yang resisten pada antibiotik 

metisilin dan β-laktam adalah Methicillin-

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

(Rahman et al., 2023). Penyebab resistensi yaitu 

gen mecA pada S. aureus mengkode pembetukan 

Penicillin Binding Protein (PBP2a atau PBP2’), 

sehingga menurunkan afinitas S. aureus 

terhadap metisilin. Gen mecA berfungsi sebagai 

penanda molekuler yang sangat bermanfaat 

untuk strain MRSA (Prajawaty & Fatmawati, 

2018). 

S. aureus yang mengalami resistensi 

terhadap metisilin (MRSA) muncul di beberapa 

rumah sakit setelah metisilin pertama kali 

dikenalkan pada tahun 1960. MRSA telah 

menjadi penyebab utama infeksi nosokomial 

(Asri et al., 2017). Terdapat dua jenis MRSA 

yaitu community-acquired MRSA (CA-MRSA) 

dan hospital-acquired MRSA (HA-MRSA) 

(Galia et al., 2019). CA-MRSA adalah strain 

yang lebih baru dan virulen, yang muncul pada 

akhir tahun 1990-an serta menjadi penyebab 

utama infeksi kulit dan jaringan lunak pada 

orang yang sehat dan berusia muda. HA-MRSA 

berkaitan dengan infeksi nosokomial seperti 

endokarditis dan sering resisten terhadap agen 

antimikroba non-β-laktam terutama 

aminoglikosida, makrolida, linkosamida dan 

fluorokuinolon (Kateete et al., 2019). Bakteri 

MRSA di rumah sakit menyebar antar pasien 

melewati peralatan medis yang tidak steril, udara 

serta prasarana di ruangan, seperti selimut atau 

kain tempat tidur (Dwiyanti et al., 2015). 

Menurut Fitranda et al (2023) prevalensi 

infeksi MRSA di Asia sebesar 70%, sedangkan 

di Indonesia khususnya untuk wilayah Jawa dan 

Bali sebesar 3,1%. Berdasarkan hasil 

pengawasan nasional yang dilakukan di delapan 

rumah sakit rujukan utama, permasalah MRSA 

sangat tinggi. Prevalensi infeksi MRSA berkisar 

antara 25%-65% dengan rerata nasional sebesar 

38% (Syaniar et al., 2024). Hal tersebut 

menunjukan bahwa rumah sakit telah menjadi 

daerah endemis untuk penularan MRSA. 

Petugas kesehatan di wilayah Banyumas yang 

terinfeksi MRSA sebesar 14% untuk rumah sakit 

swasta dan 25% untuk rumah sakit pemerintah 

(Susanti et al., 2020). 

Semakin meningkatnya infeksi MRSA, 

maka sangat diperlukan alternatif diagnostik dini 

yang spesifik terhadap MRSA. Salah satu 

metode yang cepat dan tepat untuk diagnosis ini 

yaitu dengan menggunakan Polymerase Chain 

Reaction (PCR). Teknik PCR memungkinkan 

untuk mendeteksi suatu gen dengan 

melipatgandakan jumlah DNA gen tersebut 

(Amanda et al., 2019). PCR terdiri dari beberapa 

langkah, seperti denaturasi, annealing, dan 

ekstensi berulang (Yuenleni, 2019). 

Menurut Jannah (2023) kualitas 

komponen yang digunakan serta suhu dan durasi 

waktu yang diukur pada setiap tahapan siklus 

PCR dapat memengaruhi hasil deteksi, 

dikarenakan PCR merupakan metode diagnostik 

yang sensitif. Suhu annealing dan konsentrasi 

primer merupakan dua faktor yang perlu 

dioptimalkan dalam proses PCR untuk 

meningkatkan sensitivitas, spesifitas, dan presisi 

pengujian (Siswanto et al., 2020). Primer dapat 

menempel pada cetakan DNA non spefsifik 

ketika suhu annealing yang digunakan terlalu 

rendah. Sebaliknya, primer yang sudah 

menempel pada cetakan DNA dapat terlepas 

ketika suhu annealing yang digunakan terlalu 

tinggi, sehingga produk PCR tidak terbentuk 

(Aulia et al., 2021).  

Hasil penelitian Faisal et al (2019) 

menunjukkan bahwa suhu annealling 55ºC 

menghasilkan gen mecA yang teramplifikasi 

dengan baik, dibandingkan dengan suhu 

annealing 60ºC. Hal tersebut menujukan suhu 

annealing yang terlalu tinggi membuat gen 

mecA tidak teramplifikasi dengan baik, sehingga 

optimasi suhu annealing perlu dilakukan. 

Konsentrasi primer jika terlalu tinggi atau 

rendah, mengakibatkan kurangnya amplifikasi 

dan pembentukan primer dimer (suatu kondisi 

band lain yang tidak spesifik mengikuti band 

yang terbentuk) (Setyawati & Zubaidah, 2021). 

Hasil penelitian Mardiana et al (2023) juga 

menyebutkan bahwa konsentrasi primer yang 

tepat dapat memberikan kualitas band yang lebih 

jelas, bersih, dan tebal.  

Suhu annealing maupun konsentrasi 

primer untuk deteksi gen mecA dalam bakteri 

MRSA perlu dilakukan optimasi untuk 

menghasilkan hasil yang baik. Optimasi tersebut 

dilakukan supaya gen mecA dapat teramplifikasi 

dengan baik dan mendapatkan suatu band yang 
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optimal. Bakteri MRSA yang digunakan dalam 

penelitian ini berasal dari udara ruangan 

perawatan dan rawat inap yang berada di salah 

satu rumah sakit wilayah Purbalingga dan 

Cilacap, Jawa Tengah. Penggunaan bakteri 

MRSA tersebut didasarkan pada semakin 

meningkatnya infeksi yang disebakan oleh 

bakteri MRSA di rumah sakit, serta 

penularannya yang tidak hanya melalui kontak 

fisik antar pasien tetapi juga melalui udara.  

 

Metode  

 

Jenis penelitian ini menggunakan 

rancangan desain eksperimental. Pengumpulan 

data dilakukan dengan cara melakukan variasi 

pada konsentrasi primer dan suhu annealing 

untuk mendapatkan konsentrasi yang optimal. 

Konsentrasi primer divariasikan menjadi 5 µM 

dan 10 µM, serta untuk suhu annealing 

divariasikan menjadi 53ºC, 55ºC, 57ºC, dan 

59ºC. Produk PCR gen mecA yang diperoleh 

selanjutnya dilakukan analisis pada pita DNA 

yang terdeteksi, untuk melihat konsentrasi 

primer dan suhu annealing yang 

mengamplifikasi gen mecA dengan baik. 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium 

Genetika dan Botani Universitas 

Muhammadiyah Purwokerto pada bulan Mei 

sampai Juni 2023. 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah 

konsentrasi primer (5 µM dan 10 µM) dan suhu 

annealling (53ºC, 55ºC, 57ºC, dan 59ºC), 

sedangkan variabel terikat dalam penelitian ini 

adalah kualitas gen mecA yang terdeteksi. 

Kualitas gen mecA yang teramplifikasi secara 

kualitatif dilihat dari pita DNA yang jelas, tebal, 

dan terang serta sesuai dengan target pada DNA 

Ladder. Secara kuantitatif kualitas gen mecA 

dilihat dari luas area pita DNA yang didapatkan 

dari analisis menggunakan aplikasi imageJ. 

Sampel yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah isolat bakteri MRSA yang berasal dari 

udara ruangan perawatan dan rawat inap yang 

berada di salah satu rumah sakit wilayah 

Purbalingga dan Cilacap, Jawa Tengah. Isolat 

tersebut merupakan koleksi arsip yang 

sebelumnya dikarakterisasi oleh tim peneliti di 

Laboratorium Mikrobiologi Universitas 

Muhammadiyah Purwokerto pada tahun 2022. 

Penelitian ini menggunakan 2 isolat dengan kode 

R.AT2.U4 dan R.PG.U4. 

Alat yang digunakan yaitu mikropipet, 

sentrifus, UV Transluminator, Mastercycler 

Nexus Gradient (Eppendrof), dan kit 

elektroforesis. Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini yaitu DNA Ladder 100 bp 

(Geneaid), loading dye (Geneaid), ddH2O 

(aquabides), Ethidium bromide, MyTaq™ HS 

Red Mix (Bioline Reagents Ltd), TAE buffer 1X, 

media Lactose Broth (LB), agarosa, NaCl 

fisologis, lisozim, primer forward 5’-

GGGATCATAGCGTCATTATTC-3’, primer 

reverse 5’-AACGATTGTGACACGATAGCC-

3’, tube PCR, white tip, yellow tip, highpure 

filter tube, collection tube, dan tabung 

eppendorf. 

Ekstraksi DNA MRSA dilakukan dengan 

memindahkan kultur bakteri MRSA sebanyak 

1,5 mL yang telah ditumbuhkan pada media 

Lactose Broth (LB) ke dalam tabung eppendorf. 

Tabung eppendorf yang berisikan kultur bakteri 

disentrifus pada suhu 4ºC dengan kecepatan 

10.000 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang 

sehingga hanya tersisa pellet. Pellet 

ditambahkan 200 µL NaCl fisiologis dan 5 µL 

lisozim, lalu diinkubasi pada suhu 37ºC selama 

15 menit. Campuran larutan tersebut yang 

selanjutnya digunakan dalam proses ekstraksi.  

Proses ekstraksi dilanjutkan dengan 

menggunakan pedoman dari High Pure PCR 

Template Preparation Kit (Roche). Ekstrasi 

DNA dalam kit tersebut terdiri dari beberapa 

tahapan yaitu pelisisan sel, pengikatan (binding), 

pencucian (washing), dan elusi (ellution). 

Ekstraksi diawali dengan penambahan 40 µL 

lisis buffer dan 200 µL binding buffer, lalu 

dihomogenkan dan diinkubasi selama 10 menit 

pada suhu 70ºC. Larutan dipindahkan ke dalam 

highpure filter tube yang sudah dimasukan ke 

dalam collection tube, dilanjutkan dengan proses 

sentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 

8.000 rpm. Collection tube diganti, lalu pellet 

ditambahkan 500 µL inhibitor remove buffer, 

dilanjutkan dengan proses sentrifugasi selama 1 

menit dengan kecepatan 8.000 rpm. Collection 

tube diganti, lalu pellet ditambahkan 500 µL 

wash buffer, dilanjutkan dengan proses 

sentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 

8.000 rpm. Collection tube diganti dengan 

tabung eppendorf, lalu pellet ditambahkan 200 

µL wash buffer, dilanjutkan dengan proses 

sentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 

8.000 rpm. Larutan yang berada di dalam tabung 

eppendorf merupakan sampel yang dijadikan 

sebagai template DNA dalam proses PCR. 

Sampel DNA hasil ekstraksi disimpan pada suhu 

-20ºC.  

Proses amplifikasi gen mecA dilakukan 

dengan MyTaq™ HS Red Mix (Bioline Reagents 

Ltd), dan menggunakan alat Mastercycler Nexus 

Gradient (Eppendrof). Komponen di dalam satu 

reaksi PCR terdiri dari campuran 1,25 µL 

MyTaq™ HS Red MIx (Bioline Reagents Ltd), 
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6,5 µL ddH2O, 2 µL forward primer 5’-

GGGATCATAGCGTCATTATTC-3’ 

konsentrasi 5 µM dan 10 µM, 2 µL reverse 

primer 5’-AACGATTGTGACACGATAGCC-

3’ (Kemalaputri et al., 2017) konsentrasi 5 µM 

dan 10 µM, dan 2 µL sampel template DNA. 

PCR dijalankan dengan pengaturan pre 

denaturasi 5 menit pada suhu 94ºC, denaturasi 30 

detik pada suhu 94ºC, annealing (penempelan 

primer) 30 detik dengan suhu divariasikan 

menjadi 53ºC, 55ºC, 57ºC, dan 59ºC, extension 

(pemanjangan) 1 menit pada suhu 72ºC, serta 

final extension 10 menit pada suhu 72ºC dengan 

jumlah siklus sebanyak 30 siklus. 

Gen mecA yang teramplifikasi 

dielektroforesis dengan menggunakan gel 

agarosa 1% yang telah dilarutkan dengan TAE 

buffer 1X, dan ditambahkan 1 µL ethidium 

bromide. Setiap well gel agarosa dimasukan 

campuran 5 µL sampel hasil amplifikasi dan 1 

µL loading dye (Geneaid). Diletakkan DNA 

Ladder 100 bp (Geneaid) pada well pertama 

sebagai pembanding. Proses elektroforesis 

dilakukan dengan aliran arus listrik 100 volt 

dalam waktu 30 menit menggunakan TAE buffer 

1X. Hasil elektroforesis divisualisasi dengan UV 

Transluminator dan dianalisis menggunakan 

aplikasi imageJ. Sampel yang terindentifikasi 

gen mecA pada saat diamati terbentuk band 

(pita) diantara 500 bp dan 600 bp (Kemalaputri 

et al., 2017) 

Data dianalisis secara kualitatif dan 

kuantitatif. Secara kualitatif, band yang 

terbentuk divisualisasikan menggunakan UV 

Transluminator. Secara kuantitatif, luas area pita 

DNA dianalisis menggunakan aplikasi imageJ. 

Analisis pita DNA pada aplikasi imageJ 

dilakukan dengan cara mengunggah gambar 

hasil visualisasi elektroforesis gen mecA pada 

aplikasi. Gambar akan diubah menjadi mode 8-

bit, lalu pita DNA yang gelap akan direkam 

dengan nilai kepadatan yang lebih tinggi. 

Selanjutnya, aplikasi akan menganalisis DNA 

melalui pengukuran area pita DNA gen mecA. 

Hasil akhir diperoleh luas area pita DNA gen 

mecA dari foto hasil visualisasi elektroforesis 

yang telah diunggah (Lukemiller, 2010). 

 

Hasil 

 
1. Hasil visualisasi gen mecA menggunakan 

UV Transluminator 

a. Hasil visualisasi sampel R.AT2.U4 

 

Gambar 1. Visualisasi elektroforesis gen mecA pada 

sampel dengan kode R.AT2.U4 menggunakan primer 

konsentrasi 5 µM diikuti variasi suhu annealing 53°C 

(a), 55°C (b), 57°C (c), 59°C (d) dan M (Marker). 

 

 

 

Gambar 2. Visualisasi elektroforesis gen mecA pada 

sampel dengan kode R.AT2.U4 menggunakan primer 

konsentrasi 10 µM diikuti variasi suhu annealing 

53°C (a), 55°C (b), 57°C (c), 59°C (d) dan M 

(Marker). 

 

 

b. Hasil visualisasi sampel R.PG.U4 

 

Gambar 3. Visualisasi elektroforesis gen mecA pada 

sampel dengan kode R.PG.U4 menggunakan primer 

konsentrasi 5 µM diikuti variasi suhu annealing 53°C 

(a), 55°C (b), 57°C (c), 59°C (d) dan M (Marker). 
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Gambar 4. Visualisasi elektroforesis gen mecA pada 

sampel dengan kode R.PG.U4 menggunakan primer 

konsentrasi 10 µM diikuti variasi suhu annealing 

53°C (a), 55°C (b), 57°C (c), 59°C (d) dan M (Marker 

 

 

2. Hasil analisis luas area pita DNA 

menggunakan aplikasi imageJ 

 

 Gambar 5. Perbandingan luas pita DNA gen mecA 

sampel kode R.A.T2.U4 pada primer konsentrasi 5 

uM dan 10 uM di setiap variasi suhu annealing (53°C, 

55°C, 57°C, dan 59°C). 

 

 

 

Gambar 6. Perbandingan luas pita DNA gen 

mecA sampel kode R.PG.U4 pada primer konsentrasi 

5uM dan 10 uM di setiap variasi suhu annealing 

(53°C, 55°C, 57°C, dan 59°C). 

Pembahasan 

 

Hasil produk PCR yang telah melewati 

proses elektroforesis kemudian divisualisasikan 

menggunakan UV Transluminator menunjukan 

adanya gen mecA, ditandai dengan terbentuknya 

pita DNA diantara 500 bp dan 600 bp. Hasil 

penelitian ini sesuai dengan penelitian Sugireng 

& Rosdarni (2020) yang menyatakan bahwa gen 

mecA memiliki pita DNA dengan berat molekul 

sekitar 533 bp.   

Gambar 1 dan Gambar 2 menunjukkan 

hasil visualisasi elektroforesis gen mecA pada 

isolat bakteri MRSA dengan kode R.AT2.U4. 

Hasil visualisasi pita DNA sampel dengan kode 

R.AT2.U4 terlihat lebih jelas, tebal, dan terang, 

serta sesuai dengan target pada DNA Ladder (M) 

ketika menggunakan konsentrasi primer 10 µM 

(Gambar 1), dibandingkan ketika menggunakan 

konsentrasi primer 5 µM (Gambar 2). Suhu 

annealling 53°C (a) di setiap konsentrasi primer 

yang digunakan pada sampel R.AT2.U4 

(Gambar 1 dan Gambar 2), menghasilkan pita 

DNA yang terlihat lebih jelas, tebal, dan terang, 

serta sesuai target pada DNA Ladder (M) 

dibandingkan dengan suhu annealing 55°C (b), 

57°C (c), dan 59°C (d).  

Gambar 3 dan Gambar 4 menunjukkan 

hasil visualisasi elektroforesis gen mecA pada 

isolat bakteri MRSA dengan kode R.PG.U4. 

Hasil visualisasi pita DNA sampel dengan kode 

R.PG.U4 terlihat lebih jelas, tebal, dan terang, 

serta sesuai dengan target pada DNA Ladder (M) 

ketika menggunakan konsentrasi 10 µM 

(Gambar 3), dibandingkan ketika menggunakan 

konsentrasi primer 5 µM (Gambar 4). Suhu 

annealing 53°C (a) di setiap konsentrasi primer 

yang digunakan pada sampel R.PG.U4 (Gambar 

3 dan Gambar 4), menghasilkan pita DNA yang 

terlihat lebih padat, jelas, dan terang, serta sesuai 

target pada DNA Ladder (M) dibandingkan 

dengan suhu annealing 55°C (b), 57°C (c), dan 

59°C (d).  

Kualitas Band (pita) yang jelas, tebal, dan 

terang serta sesuai dengan target menunjukan 

hasil analisis visualisasi elektroforesis secara 

kualitatif yang baik (Aulia et al., 2021; 

Setyawati & Zubaidah, 2021; Sandra et al., 

2025). Selain itu, tidak adanya smear pada kedua 

sampel menujukan kualitas pita DNA yang baik. 

Smear merupakan penanda bahwa masih 

terdapat adanya bahan pengotor yang terbawa 

ketika proses isolasi DNA, yang dapat berupa 

protein, DNA yang terdegredasi, dan zat lainnya 

(Mawardi et al., 2020). 

Hasil produk PCR di setiap sampel masih 

menunjukan terbentuknya primer dimer. Produk 
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non spesifik yang dihasilkan selama proses 

elongasi atau pemanjangan primer disebut 

dengan primer dimer. Pembentukan primer 

dimer mengganggu pembentukan produk PCR 

spesifik selama PCR, sehingga mengurangi 

efisiensi amplifikasi. Struktur dimer terbentuk 

ketika primer mengandung terlalu banyak basa 

komplementer (Anissa et al., 2023).  

Berdasarkan penelitian Gonzales et al (2015) 

dalam Hafsah et al (2023) primer dimer dalam 

produk PCR disebabkan oleh jumlah DNA yang 

dicampurkan tidak mencukupi atau konsentrasi 

primer yang digunakan terlalu tinggi. 

Hasil ekstraksi pada kedua sampel yang 

digunakan, memiliki perbedaan pada jumlah 

konsentrasi DNA yang terdapat di setiap sampel. 

Sampel dengan kode R.AT2.U4 menghasilkan 

pita DNA yang lebih jelas, tebal dan terang, serta 

sesuai dengan target (Gambar 1 dan Gambar 2), 

dibandingkan sampel dengan kode R.PG.U4 

(Gambar 3 dan Gambar 4) menghasilkan pita 

DNA yang lebih tipis. Karena, konsentrasi DNA 

berbanding lurus dengan ketebalan pita DNA 

yang terbentuk, jika konsentrasi DNA tinggi 

maka pita DNA yang terbentuk akan semakin 

tebal (Herman et al., 2017). Senyawa yang ada 

di setiap sampel, prosedur ekstraksi dan isolasi 

DNA, maupun teknik presipitasi DNA yang 

digunakan dapat memengaruhi jumlah 

konsentrasi DNA (Buchori et al., 2023).  

Perbedaan ketebalan band (pita) dianalisis 

lebih lajut menggunakan aplikasi imageJ. 

Gambar 5 dan Gambar 6 menunjukkan hasil 

analisis luas area pita DNA dari sampel dengan 

kode R.AT2.U4 (Gambar 5) dan R.PG.U4 

(Gambar 6). Hasil tersebut menunjukkan 

terdapat perbedaan luas area pita DNA pada 

konsentrasi 10 µM (garis merah) dengan 

konsentrasi primer 5 µM (garis biru) di setiap 

variasi suhu annealing (53°C, 55°C, 57°C, dan 

59°C). Primer dengan konsentrasi 10 µM (garis 

merah) secara keseluruhan menghasilkan luas 

area pita DNA yang lebih luas pada kedua 

sampel, dibandingkan dengan luas area pita 

DNA pada konsentrasi primer 5 µM (garis biru). 

Suhu annealing 53°C menghasilkan luas 

area pita DNA yang lebih besar pada sampel 

dengan kode R.AT2.U4 (Gambar 5) dan 

R.PG.U4 (Gambar 6), dibandingkan pada suhu 

annealing 55°C, 57°C, dan 59°C. Menurut Putri 

et al (2024) hasil analisis luas area pita DNA 

dengan aplikasi imageJ yang semakin besar 

diartikan sebagai pita DNA yang dihasilkan 

semakin baik. 

Berdasarkan analisis pita DNA secara 

kualitatif dan kuantitatif menggunakan aplikasi 

imageJ diperoleh konsentrasi primer yang 

optimal untuk deteksi gen mecA pada bakteri 

MRSA yaitu primer dengan konsentrasi 10 µM. 

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian 

yang dilakukan oleh Setyawati & Zubaidah 

(2021) yang menyatakan bahwa primer dengan 

konsentrasi 10 µM menghasilkan kualitas band 

yang lebih optimal dibandingkan primer dengan 

konsentrasi 5 µM. Sedangkan, suhu annealing 

yang optimal untuk deteksi gen mecA yaitu pada 

suhu 53°C. Hasil penelitian ini diperkuat oleh 

Khusnan et al (2016) yang menyatakan bahwa 

suhu annealing 53°C menghasilkan gen mecA 

yang teramplifikasi dengan baik pada bakteri 

MRSA.  

Perbedaan konsentrasi primer dan suhu 

annealing yang digunakan dalam proses 

amplifikasi memengaruhi variasi ketebalan dari 

pita DNA gen mecA pada bakteri MRSA udara 

yang teramplifikasi. Semakin tebal pita DNA 

menunjukan semakin banyaknya konsentrasi 

DNA yang ada (Herman et al., 2017). Perbedaan 

ketebalan pita DNA yang terbentuk menunjukan 

bahwa optimasi suhu annealing dan konsentrasi 

primer perlu dilakukan. Optimasi suhu 

annealing berhubungan dengan spesifitas dan 

sensitivitas produk PCR, karena suhu annealing 

merupakan suhu tempat terjadinya penempelan 

template DNA pada primer (Faisal et al., 2019).  

Optimasi primer perlu dilakukan karena 

dapat memengaruhi sensitivitas reaksi PCR 

sehingga konsentrasi primer yang terlalu tinggi 

atau rendah berisiko menimbulkan hasil negatif 

palsu (Siswanto et al., 2020). Konsentrasi primer 

yang tinggi dapat menghasilkan pita yang tebal 

diikuti dengan pita nonspesifik (unspecific band) 

(Yuenleni, 2019). 

Proses PCR memiliki berbagai tahapan 

mulai dari denaturasi, annealing, dan ekstention 

berulang (Setyawati & Zubaidah, 2021). Oleh 

karena itu, banyak tahapan yang perlu dilakukan 

untuk mencapai hasil produk PCR supaya 

optimal. Keadaan sampel, reagen, dan peralatan 

yang dipakai di masing-masing laboratorium 

juga bisa memengaruhi hasil PCR, bukan hanya 

suhu annealing dan konsentrasi primer (Anissa 

et al., 2023). 

Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan, didapatkan konsentrasi primer dan 

suhu annealing yang optimal untuk deteksi gen 

mecA pada bakteri MRSA udara yaitu 10 µM 

dengan suhu 53°C. Karena, pita DNA gen mecA 

secara visualisasi terlihat lebih jelas, tebal dan 

terang, serta sesuai dengan target pada DNA 

Ladder. Sedangkan secara kuantitatif luas area 

pita DNA yang dihasilkan lebih besar. 

Diharapkan kepada peneliti selanjutnya 

untuk menambah jumlah sampel dalam 
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penelitian sehingga dapat memperoleh 

perbandingan yang lebih akurat. Sebelum 

melakukan proses PCR dapat dilakukan 

pengukuran konsentrasi DNA terlebih dahulu, 

sehingga konsentrasi DNA yang teramplifikasi 

mencukupi dan mendapatkan visualisasi DNA 

yang lebih jelas, tebal dan terang. 
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