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Abstrak

Methicillin—resistant Staphylococcus aureus (MRSA) saat ini telah dikenal sebagai bakteri patogen
rumah sakit hampir di seluruh dunia. Untuk skrining MRSA dibutuhkan metode yang cepat, tepat, dan
dapat dipercaya. Teknik molekuler dapat dilakukan dengan mendeteksi MRSA pada Staphylococcus
aureus menggunakan polymerase chain reaction (PCR) untuk mengetahui adanya gen mecA dengan
teknik amplifikasi DNA. Tetapi saat ini telah ditemukan suatu teknik amplifikasi DNA yang lebih mudah
dan murah dari PCR yaitu loop mediated isothermal amplification (LAMP). Sebanyak 129 sampel dari
pasien pascaoperasi yang mengalami infeksi diidentifikasi dan didapatkan hasil 41 sampel merupakan
Staphylococcus aureus. Kemudian dari 41 Staphylococcus aureus yang diisolasi, dilakukan pemeriksaan
gen mecA untuk skrining adanya MRSA menggunakan metode LAMP. Dari 41 isolat Staphylococcus
aureus didapatkan hasil sebanyak 7,3% terdeteksi adanya gen mecA dengan metode LAMP sedangkan

sisanya sebesar 92,7% hasilnya negatif yang berarti tidak memiliki gen mecA.

Kata kunci: gen mecA, LAMP, MRSA

Pendahuluan

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) saat ini telah dikenal sebagai bakteri
patogen rumabh sakit hampir di seluruh dunia.
MRSA pertama kali diidentifikasi pada tahun
1960 sebagai bakteri patogen pada infeksi
nosokomial."

RSA adalah galur Staphylococcus aureus
yang resisten terhadap semua antibiotik
golongan betalaktam seperti penisilin,
metisilin, dan sefalosporin. Metisilin
merupakan antibiotik dengan spektrum
sempit dari kelompok penisilin. Metisilin
berperan dalam menghambat pembentukan
dinding sel bakteri Gram positif melalui
hambatan terhadap cross-linkage polimer
peptidoglikan. Mekanisme ini terjadi melalui
ikatan antara metisilin dengan enzim
transpeptidase atau penicillin binding protein
(PBP). Tetapi mekanisme ini tidak berlaku
pada MRSA, dimana hampir semua MRSA
menghasilkan PBP2a yaitu suatu protein yang
dikode oleh gen mecA yang berperan
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pada resistensi terhadap golongan
betalaktam. Gen mecA adalah gen pengkode
resistensi terhadap metisilin yang ditemukan
pada Staphylococcus aureus. Gen resisten ini
mengkode penicillin binding protein 2a
(PBP2a) yang tidak mengikat metisilin
sebagaimana penicillin binding protein yang
normal."**

Angka kejadian MRSA di beberapa negara
bervariasi, tergantung kebijakan pada
masing-masing negara dalam mengontrol
infeksi nosokomial. MRSA terus meningkat
di berbagai belahan dunia. Di Asia, prevalensi
infeksi MRSA pada tahun 2011 kini mencapai
70%'5,6,7,8,9

Identifikasi secara molekuler dapat dilakukan
dengan cara deteksi gen mecA yang
merupakan pengkode PBP2a pada MRSA
menggunakan polymerase chain reaction
(PCR).” Tetapi saat ini telah ditemukan suatu
cara identifikasi DNA dengan teknik
amplifikasi yang lebih mudah dan murah dari

JUKE, Volume 3, Nomor 1, Maret Tahun 2013




Tri Umiana Soleha: Deteksi Gen mecA pada Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus dengan Metode Loop Mediated Isothermal Amplification

PCR yaitu loop mediated isothermal
amplification (LAMP), "> /11310

Staphylococcus aureus merupakan bakteri
Gram positif yang memiliki struktur dan
organisasi dinding sel yang lebih sederhana
dibandingkan bakteri Gram negatif. Secara
mikroskopis bakteri ini terlihat berbentuk
bulat/kokus dengan diameter 1um, biasanya
tersusun dalam kelompok-kelompok tak
beraturan seperti buah anggur. Bakteri ini
mudah tumbuh pada kebanyakan perbenihan
baik dalam suasana aerobik atau
mikroaerofilik.'™""*

Antibiotik golongan betalaktam merupakan
obat pilihan utama untuk melawan aktivititas
Staphylococcus aureus. Semua obat
betalaktam merupakan penghambat selektif
terhadap sintesis dinding sel bakteri, sehingga
secara aktif menghambat pertumbuhan
bakteri. Salah satu penghambatannya melalui
pengikatan obat pada reseptor sel protein
pengikat penisilin atau penicillin binding
protein (PBP). Setelah obat melekat pada satu
reseptor PBP atau lebih, reaksi transpeptidase
dihambat dan sintesis peptidoglikan
terhambat. Langkah selanjutnya
kemungkinan melibatkan adanya inaktivasi
suatu enzim penghambat autolisis pada
dinding sel, sehingga mengakibatkan

aktifnya enzim autolisis dan terjadi lisis sel.
17,19,20,21

Resistensi MRSA dibawa oleh gen mecA,
yang mengkode perubahan pada penicillin-
binding protein (PBP2a), sehingga
mengakibatkan penurunan afinitas ikatan
terhadap betalaktam (penisilin, sefalosporin,
dan karbapenem). Proses ini biasanya diatur
oleh kromosom.””** Gen mecA yang
membawa sifat resistensi terhadap metisilin
terletak di dalam kromosom. Untuk
mengatasi resistensi ini dapat digunakan
antibiotik golongan glikopeptida yaitu
vankomisin. (3) Kegagalan aktivasi enzim
autolitik pada dinding sel, yang dapat
menyebabkan inhibisi tanpa membunuh
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bakteri, misalnya toleransi beberapa
Staphylococcus. (4) Kegagalan mensintesis
peptidoglikan, misalnya pada bakteri
berbentuk L dengan dinding sel bakteri yang
rapuh atau bakteri yang secara metabolik
tidak aktif.**”’

Seperti yang telah dikemukakan di atas,
mekanisme resistensi MRSA terhadap
antibiotik dikendalikan oleh gen mecA yang
berada di dalam kromosom bakteri. Gen ini
menyebabkan terjadinya perubahan pada
penicillin binding protein (PBP2a), sehingga
menyebabkan perubahan jumlah PBP dan
mengkibatkan penurunan afinitas ikatan
terhadap antibiotik betalaktam.”*"*

Insiden MRSA dari tahun ke tahun terus
meningkat. Sejak ditemukan epidemi MRSA
pertama kali di Amerika Serikat tahun 1968
hingga kini, MRSA masih menjadi masalah
utama infeksi nosokomial. MRSA termasuk
dalam emerging infectious pathogen.’"***

Di Jepang kurang lebih 10 tahun telah
dikembangkan metode amplifikasi DNA pada
kondisi isotermal yaitu loop mediated
isothermal amplification (LAMP). Dari
beberapa penelitian tentang LAMP ini
disimpulkan bahwa metode ini  sangat
spesifik dan mempunyai sensitivitas yang
tinggi, cepat dan ekonomis. LAMP memiliki
selektivitas yang tinggi karena mengenali
target 6 urutan yang berbeda pada awal
reaksi."”

Metode LAMP juga berpotensi untuk
memfasilitasi tes genetik pada berbagai
penyakit infeksi. Berikut dijelaskan beberapa
karakteristik dari metode LAMP: 7%

1. Pada metode LAMP, semua pereaksi
dapat dilakukan pada suhu isothermal
(60°—65°C) dengan hanya menggunakan
satu macam enzim.

Spesifisitas reaksi ini sangat tinggi
karena menggunakan 4 jenis primer yang
berbeda yang mengenali 6 urutan yang
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berbeda pada DNA target. Spesifisitas
metode LAMP dapat ditingkatkan dengan
menambahkan dua atau lebih primer ke
dalam reaksi.

Amplifikasi dapat dilakukan dalam
waktu yang lebih singkat dari PCR.
Metode LAMP menghasilkan DNA
teramplifikasi dalam jumlah yang sangat
besar sehingga deteksi dapat dilakukan
secara visual berdasarkan kekeruhan atau
fluoresensi dari pereaksi yang dicampur
ke dalam tabung reaksi.

Metode LAMP ini menggunakan sebuah
polimerase DNA dan empat primer yang
didesain untuk mengenal enam sekuens DNA
target. Sintesa DNA dengan pemindahan
untai dimulai oleh primer bagian dalam dan
luar yang dihibridisasi kepada ujung akhir
dari target yang menghasilkan struktur DNA
stemloop. Selanjutnya siklus LAMP primer
bagian dalam dihibridisasi ke dalam loop dan
memulai pemindahan sintesis DNA, yang
menunjukkan DNA stemloop orisinil dari
sebuah DNA stemloop baru dengan batang
dua kali lipat lebih panjang. Reaksi
perputaran berlanjut dengan akumulasi 10’
kopi dari target DNA dalam waktu kurang
dari satujam.™”

Pada langkah awal dari reaksi LAMP,
keempat primer digunakan, namun pada fase
berikutnya hanya primer bagian dalam yang
digunakan yaitu forward inner primer (FIP)
dan backward inner primer (BIP). Dua primer
bagian luar yaitu F3 dan B3. Reaksi LAMP
dimulai dengan penambahan enzim Bst DNA
polymerase dan dilakukan pada suhu 65°C.**

Reaksi LAMP membutuhkan primer, DNA
polimerase, bufer DNA polimerase dan
nukleotida. Primer pada LAMP
menggunakan primer dalam, primer luar, dan
primer loop sehingga amplifikasi menjadi
semakin spesifik.”***

Amplifikasi nukleotida berlangsung pada
suhu optimal enzim DNA polimerase, yaitu
antara 60°—65°C. Penggunaan empat primer
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yang terdiri dari sepasang primer luar dan
sepasang primer dalam menyebabkan segmen
yang teramplifikasi menjadi semakin
spesifik. Primer berbentuk loop yang
dihasilkan dari keempat primer

memungkinkan proses amplifikasi DNA
berlangsung lebih cepat.™

Reaksi amplifikasi pada metode LAMP
dimulai dengan penempelan primer luar pada
rantai DNA. Keseimbangan ion yang
dibentuk oleh bufer membantu penempelan
primer luar pada urutan nukleotida tertentu
sehingga dapat membuka untai DNA. Primer
dalam dapat mengenali urutan nukleotida
tertentu sehingga dapat menempel pada rantai
DNA. Primer dalam terdiri dari dua urutan
nukleotida spesifik dari rantai DNA sehingga
memiliki afinitas yang lebih kuat serta dapat
membentuk struktur loop pada reaksi
amplifikasi dengan adanya aktivitas enzim.
Penempelan primer dalam pada rantai DNA
mengawali proses sintesis DNA oleh enzim
Bst DNA Polimerase. Penggunaan berbagai
pewarna DNA menunjukkan bahwa Etidium
bromida dan SYBR Green 1 merupakan
pewarna yang paling sensitif untuk
mendeteksi hasil akhir amplifikasi dengan
LAMP.”

Metode

Dilakukan apusan pada infeksi luka operasi
menggunakan lidi kapas steril, kemudian
diinokulasikan pada agar darah untuk
mencari S.aureus.

Isolasi DNA dengan cara metode pemanasan
sederhana dari koloni S. aureus. Satu ose
koloni bakteri S.aureus disuspensikan dalam
100p L air destilasi kemudian dipanaskan
selama 10 menit. Setelah itu suspensi bakteri
tersebut disentrifugasi dengan kecepatan
12000 rpm dalam waktu 5 menit dan
supernatannya digunakan untuk sampel DNA
pada pemeriksaan LAMP.

Reagen untuk LAMP: primer dalam 1,6 uM,
primer luar 0,2 uM (Fermentas), MgCl2 4
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mM, dNTP 400 uM, buffer LAMP, Bst DNA
Polimerase 8 U (Biolabs), templat DNA.

Primer yang digunakan untuk gen mecA
adalah :

F3: 5'-GCGACTTCACATCTATTAGGT-3'
B3: 5'-GCCATCTTTTTTCTTTTTCTCT-3'

FIP: 5-TCCCTTTTTACCAATAACTGCATC

ATATGTTGGTCCCATTAACTCT-3'
BIP: 5-AAGCTCCAACATGAAGATGGCC
GATTGTATTGCTATTATsCGTCA-3'

Primer ini diperoleh dari DNA sekuens dari
plasmid pSA1379 yang diisolasi dari S.ureus
IMC 1379 (Gen Bank ID: BA000018). Setiap
set terdiri dari 2 primer luar (F3 dan B3) dan 2
primer dalam (FIP dan BIP).”

Cara kerja untuk LAMP :

1. Buat 25 pL larutan buffer Bst DNA

polimerase dengan menambahkan, 20
mM Tris-HCI (pH 8,8) sebanyak 1 uL, 10
mM KCIl sebanyak 2,5 pL, 10 mM
(NH,),SO, 0,1% sebanyak 2,5 pL,
Trixton-100  sebanyak 1 pL, 4 pM
MgSO, 5uL.

. Tambahkan dNTP 400 uM sebanyak 0,1
uL

. Tambahkan primer luar (F3 dan B3)
masing-masing 0,2 uM sebanyak 0,1 pL
dan primer dalam (FIP dan BIP), masing-
masing 0,8 uM sebanyak 0,4 pL.

4. Tambahkan 5 pL template DNA.

5. Tambahkan 8 pL Bst DNA polimerase

pada larutan, inkubasi pada suhu 65°C
selama 60 menit.

. Panaskan pada suhu 80°C selama 2 menit
untuk terminasi reaksi.
. Deteksi menggunakan Sybr Green

dilakukan dengan menambahkan 1 pL
sybr Green yang telah diencerkan (1:10)
ditambahkan pada 25 pL hasil reaksi
LAMP. Amati perubahan warna, jingga
berarti negatif sedangkan hijau berarti
positif. Dengan lampu UV transluminator
warna akan lebih terang.
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Hasil

Jumlah sampel yang diambil dari pasien
pascaoperasi di ruang rawat bedah RS Abdul
Moeloek Bandar Lampung selama bulan
Oktober 2011-Februari 2012 sebanyak 129.
Dari 129 sampel yang diidentifikasi terdiri
dari berbagai macam bakteri yaitu
Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Proteus sp, Pseudomonas sp,
Klebsiella sp, Escherichia coli dan
Enterococcus. Jumlah dari masing-masing
bakteri diuraikan pada tabel 1 di bawah ini.

Tabel 1. Jumlah hasil identifikasi bakteri
darisampel

Jumlah
41(32%)
29 (22%)
24 (19%)
16 (12%)
10 (8%)

7 (5%)
Enterococcus 2(2%)

Total 129 (100%)

Jenis bakteri

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas sp

Klebsiella sp
Escherichiacoli

Proteus sp

Berdasarkan hasil identifikasi sampel (Tabel
1) maka diperoleh terbanyak Staphylococcus
aureus yaitu 41 sampel (32%). Kemudian dari
41 sampel Staphylococcus aureus dilakukan
pemeriksaan gen mecA untuk skrining
adanya MRSA menggunakan metode LAMP
dan PCR.

Terhadap 41 sampel Staphylococcus aureus
dilakukan pemeriksaan LAMP untuk
mendeteksi adanya MRSA. Hasil
pemeriksaan LAMP dan PCR dijelaskan
dalam tabel 2.

Tabel 2. Hasil pemeriksaan LAMP

Gen mecA (MRSA) Persentase
Positif 3 (7,3%)
Negatif 38 (92,7%)
Total 41 (100%)
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Gambar 1.

Hasil LAMP pada amplifikasi gen
mecA MRSA

Dari 41 sampel Staphylococcus aureus
didapatkan 3 sampel (7,3%) positif memiliki
gen mecA yang berarti merupakan MRSA
dengan pemeriksaan LAMP, dan 38 sampel
(92,7%) hasilnya negatif tidak memiliki gen
mecA yang berarti bukan MRSA.

Pembahasan

Dari hasil yang telah dicantumkan di atas
didapatkan bahwa Staphylococcus aureus
merupakan penyebab terbanyak infeksi
pascaoperasi di Rumah Sakit. Oleh karena itu
para klinisi harus mempertimbangkan bahwa
MRSA juga potensial menjadi bakteri
patogen pada pasien dengan dugaan infeksi
Staphylococcus aureus, sehingga pada
pasien-pasien ini harus dilakukan kultur
secara rutin serta deteksi MRSA."’

Pada penelitian ini metode LAMP dicoba
untuk digunakan sebagai metode skrining
dalam mendeteksi adanya MRSA pada
sampel yang langsung di ambil dari pasien.
Berbagai penelitian lain tentang metode
LAMP telah dilakukan diantaranya penelitian
terhadap Mycoplasma pneumonia dengan
LAMP, penelitian tentang gen yrul yang
terdapat pada Yersinia ruckeri juga dengan
metode LAMP."*"” Selain itu penelitian lain
yang sudah dilakukan untuk identifikasi suatu
penyakit dengan menggunakan teknik
LAMP. yaitu gen srA dari Trypanosoma
brucei rhodosiense, M. tuberculosis juga
sudah diteliti dengan metode LAMP. Hasil
dari penelitian ini menunjukkan sensitivitas
LAMP untuk BTA dan kultur positif 97,7%,
BTA negatif dan kultur positif 48,8%. Selain
itu pada tahun 2010 juga telah dilakukan
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penelitian deteksi gen femB, mecA dan qacA
menggunakan metode LAMP untuk
mengetahui antiseptic-resistant
Staphylococcus aureus.”

Simpulan, metode LAMP dapat mendeteksi
gen mecA MRSA pada S.aureus. Metode
LAMP dapat mendeteksi MRS A dengan lebih
cepat dan murah.
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