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ABSTRAK

Maria Ermelinda Fono. B1D121124. Deteksi Metisillin Resisten Staphylococcus
aureus (MRSA) dan Vankomisin Resisten Staphylococcus aureus (VRSA) Pada
Pasien Infeksi Nosokomial di Rumah Sakit Ibnu Sina. Dibimbing oleh Indas
Wari Rahman dan Andi Meinar Dwi Rantisari.

Infeksi nosokomial adalah infeksi yang terjadi di rumah sakit akibat adanya agen
infeksi bakteri yang terjadi di dalam rumah sakit. Bakteri yang umum menyebabkan
infeksi nosokomial adalah Sttaphylococcus aureus. Methicillin  Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) adalah strain dari Staphylococcus aureus yang
telah mengalami resistensi antibiotik akibat terapi antibiotik yang tidak rasional
sedangkan Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) adalah bakteri
Staphylococcus aureus yang telah mengembangkan resistensi terhadap antibiotik
vankomisin. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) dan Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus
(VRSA) pada sampel swab nasofaring pasien ICU berjumlah 10 responden
menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Berdasarkan hasil
penelitian ditemukan semua sampel positif terdapat pita pada target 147 bp untuk
MRSA, namun tidak ditemukan pita pada target 673 bp untuk VRSA. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa subjek penelitian pasien infeksi nosokomial di Rumah
Sakit Ibnu Sina terdeteksi MRSA namun tidak terdeteksi VRSA pada periode
penelitian ini.

Kata Kunci : Infeksi Nosokomial, MRSA, VRSA, PCR
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ABSTRACK

ABSTRACT

\’nda Ermelinda Fono (BIDI21124). Detection of Methicillin-Rexistant
AMM?' aureus (MRSA) and Vancomycin-Resistant Staphylococcus
aureus (VRSA) in Nosocomial Infection Patients at Ibnu Sina Hospital
Supervised by Indas Wari Rahman and Andi Meinar Dwi Rantisari.

Nosocomial infections are infections that ocour in hospitals due to hacterai
infectious agents acquired within the hosputal environment. One of the most
common  bacterta  causing  nosocomial infections i Staphyvlococcus  aurews
Methicillin-Resistant Staphyvlococcus aurcus (MRSA) 15 a strain of § aureus that
has developed antibione resistance due 10 irvational antibionic use. while
Vancomycin-Resistant Staphylococeus aurcus (VRSA) refers 1o S awreus that has
developed resistance to the antibiotic vancomycin

This study aimed to detect Methicillin-Resistant Staphylococcus aurvus IMRS A
and Vancomycin-Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) in nasopharyngeal
swab samples from 10 Intensive Care Unmit (ICU) patients using the Polymeras
Chain Reaction (PCR) method

The results showed that all samples tested positive for MRSA, indicated b the
presence of DNA bands at the 147 bp target region However, mo hands were
found at the 673 bp target region for VRSA

It can be concluded that among the nosocomial infection patsenty &f o Sem
Hospital, MRSA was detected, whereas VRSA was not detected durmg the s
period

Keywords: Nosocomial Infection, MRSA, VRSA, PCR
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BAB |

PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Infeksi nosokomial adalah infeksi yang terjadi di rumah sakit akibat adanya
bakteri yang masuk kedalam tubuh manusia atau pasien melalui kulit, sistem
pencernaan, pernapasan dan pembuluh darah. Infeksi nosokomial terjadi pada orang
yang terinfeksi, staf medis, dan siapa saja yang mengunjungi rumah sakit. Salah
satu infeksi nosokomial paling umum yang terjadi di rumah sakit terjadi di unit
perawatan intensif. Unit perawatan (ICU) tempat dokter menangani penyakit Kkritis.
Sekitar 1 dari 10 pasien rawat inap memiliki kasus di rumah sakit. Infeksi ini terjadi
setidaknya 3 x 24 jam setelah dimulainya pengobatan (Konoralma, 2019).

Di seluruh dunia, pasien rawat inap mempunyai insiden infeksi nosokomial
sebesar 9%, atau kurang dari 1,40 juta kasus. Mediterania Timur dan Asia Tenggara
memiliki tingkat infeksi nosokomial tertinggi (11,80% dan 10). Sebaliknya,
masing-masing wilayah tertentu di pasifik Barat dan Eropa adalah 7,70% dan 9%
(Sinulingga & Malinti 2021).

Tingginya angka infeksi nosokomial menyebabkan rendahnya kualitas
pelayanan kesehatan. Rata-rata frekuensi infeksi nosokomial di negara-negara,
seperti indonesia, adalah 9,1%. Angka infeksi nosokomial di indonesia adalah
15,74% jau lebih tinggi dibandingkan angka infeksi nosokomial di negara maju
yang berkisar antara 4,8 hingga 15,5%. Tingkat infeksi di rumah sakit berkisar
antara 3 dan 21% (rata-rata 9%), atau lebih dari 1,4 juta pasien rawat inap. Rawat

inap di rumah sakit di seluruh dunia (Sinulingga & Malinti, 2021).



Bakteri umum yang menyebabkan infeksi nosokomial adalah Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa dan Klebsiella spp
(Konoralma, 2019). Staphylococcus aureus merupakan salah satu penyebab infeksi
yang sering terjadi di rumah sakit dan dapat menyebabkan penyakit dengan gejala
khas seperti perdangan, nekrosis, dan pembentukan abses. Staphylococcus aureus
mengalami resistensi terhadap metisillin (Khairunnisa dkk., 2023). Resistensi pada
Staphylococcus aureus disebabkan oleh perubahan ginetik yang disebabkan oleh
paparan terapi antibiotik yang tidak masuk akal. Selain itu, spesies ini mungkin
menjadi resisten silang terhadap semua obat beta laktam. Salah satu kekhawatiran
kesehatan global adalah ancaman resistensi antibiotik. Sementara itu prevalensi
infeksi Staphylococcus aureus di negara-negara Asia sangat bervariasi, berkisar
antara 5% hingga 35% (Suyasa & Mastra 2020).

Staphylococcus aureus, komensal pada kulit dan rongga hidung manusia,
adalah salah satu kasus infeksi nosokomial yang paling serius. Selain itu,
Staphylococcus aureus yang resistant terhadap Methicillin (MRSA) adalah
penyebab utama morbiditas dan mortalitas di seluruh dunia. Untuk pengobatan
infeksi Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Vankomisin
dianggap sebagai obat pilihan. Namun, munculnya resistensi vankomisin diantara
isolat MRSA telah dianggap sebagai ancaman. Untuk memperkirakan tingkat
Staphylococcus aureus yang resisten terhadap vankomisin atau dikenal dengan
Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) (Maharjan dkk, 2021).

Salah satu kekhawatiran kesehatan adalah ancaman resistensi antibiotik.

Pada tahun 2010 diperkirakan 28% (Hong kong dan Indonesia) dan 70% (Korea)



dari seluruh isolat klinis Staphylococcus aureus mengandung MRSA. Sementara
itu, prevalensi infeksi Staphylococcus aureus di negara-negara Asia sangat
bervariasi, berkisar antara 5% hingga 35% (Suyasa dan Mastra, 2020). Strain
Staphylococcus aureus yang resisten terhadap metisilin dikenal sebagai MRSA.
Resistensi klinis terhadap metisilin dapat diketahui melalui resistensi cefoxitin serta
deteksi gen MecA menggunakan PCR. Resistensi antibiotik jenis ini sebagian besar
disebabkan oleh protein pengikat penisilin (PBP-2A) yang sebagian besar
dikodekan oleh gen MecA (Algammal et al., 2020)

Setiap negara di Eropa mempunyai prevalensi infeksi MRSA yang berbeda-
beda. Di Rumania, prevalensi MRSA adalah 17,4% dan di Belanda, 56% pada
tahun 2007. Pada tahun 2014, prevalensi MRSA turun menjadi 0,9%. Meskipun
telah menurun, tingkat prevalensi MRSA masih cukup tinggi di 7 dari 29 negara,
yaitu sebesar 25% (Hassoun et al., 2017).

Data yang dikumpulkan dari program Risk Stratification-based Surveillance
(RSS) pada tahun 2011 mengungap fakta bahwa rasio MRSA pada isolat klinis
Staphylococcus aureus berkisar antara 28% di Indonesia dan 59% di Filipina. Studi
yang dilakukan oleh dua multicenter di India menunjukan proporsi infeksi MRSA
masing-masing sebesar 41% dan 45% pada tahun 2008-2009. Sebuah artikel tahun
2020 mengungkapkan bahwa MRSA umumnya menyerang kulit dan jaringan
lunak. Bakterimia yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus telah dikaitkan
dengan 15% hingga 60% angka kematian. MRSA juga dapat menyerang anak-anak

hingga orang dewasa tanpa batasan usia (Nandhini et al.,2022)



Selain MRSA, strein Vancomycin resistant Staphylococcus aureus (VRSA)
merupakan Staphylococcus aureus yang telah resisten terhadap antibiotik
vankomisin. Antibiotik ini merupakan obat pilihan untuk mengobati infeksi dengan
MRSA.Vankomisin merupakan antibiotik yang termasuk dalam kelompok
glikopeptida yang bekerja dengan cara menghambat sintesis dinding sel bakteri
gram positif. Mekanisme resistensi pada strain VRSA melibatkan perubahan target
pan gen vanA, yang mengakibatkan ikatan vankomisin te rhadap target menurun
secara signifikan sehingga mencegahnya melakukan fungsi normalnya dalam
menghambat dinding sel bakteri. Sumber gen vanA yang diisolasi dalam VRSA
diduga berasal dari transfer gen horizontal (Ahmad dkk, 2019 ).

Kejadian VRSA telah meningkat diberbagai belahan dunia. Hingga tahun
2017, lebih dari 30 kasus telah dilaporkan di Eropa, Asia, Amerika Serikat, dan
Afrika. Di Indonesia VRSA telah dilaporkan dari Purwokerto dan Palembang.
Temuan ini menunjukan bahwa kejadian srain ini merupakan masalah global.
Meningkatnya prevalensi VRSA merupakan faktor signifikan yang mempegaruhi
infeksi nosokomial karena Staphylococcus aureus merupakan bakteri paling
patogen yang menyebabkan infeksi yang didapat di rumah sakit (Ahmad, dkk
2019). Berdasarkan penelitian y ang dilakukan oleh Soleha dkk. (2024)
menggunakan empat sampel dimana hanya ada satu sampel yang memiliki gen
VanA, sedangkan tiga sampel lainnya negatif.

Staphylococcus aureus yang resisten antibiotik dikaitkan dengan hasil klinis
yang buruk di ICU. Hal ini menimbulkan beban yang signifikan terhadap praktik

pengendalian infeksi di rumah sakit. Selain itu, ICU merupakan tempat yang



penting untuk penyebaran MRSA yang lebih luas, karena pasien dirawat dan
dipulangkan ke fasilitas layanan kesehatan yang berbeda-beda seperti bangsal dan
rumah sakit lain. Pasien di ICU, khususnya ICU bedah, memiliki luka, saluran
pembuangan yang menyebabkan kerusakan kulit yang selanjutnya meningkatkan
resiko terjadinya infeksi (Metha el al., 2020).

Pada penelitian ini akan digunakan sampel berupa swab nasofaring pasien

infeksi nosokomial di Rumah Sakit Ibnu Sina. Digunakan sampel swab nasofaring

karena bakteri Staphylococcus aureus banyak menjajah kulit dan membran mukosa
sekitar sepertiga manusia. Kolonisasi hidung merupakan faktor resiko berbagai
jenis infeksi Staphylococcus aureus pada semua populasi. Data terakhir juga
menunjukan bahwa rata-rata prevalensi kolonisasi Staphylococcus aureus masing-
masing adalah 24% di seluruh hidung (Gangnaire et al., 2019).

Adapun metode lain yang bisa digunakan untuk deteksi VRSA antara lain
yaitu, metode kultur dimana metode ini adalah metode standar untuk mendeteksi
VRSA. Bakteri Staphylococcus aureus diisolasi dan kemudian diuji untuk resistensi
terhadap vankomisin menggunakan media kultur yang mengandung vankomisin,
metode MIC (Minimum Inhibitory Concentration) metode ini digunakan untuk
menentukan konsentrasi minimum vankomisin yang diperlukan untuk menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus, jika MIC vankomisin tinggi, maka bakteri
tersebut mungkin resisten terhadap vankomisin, metode disk diffusion adalah
metode sederhana yang digunakan untuk menguji resistensi Staphylococcus aureus
terhadap vankomisin, bakteri diinokulasi pada media agar dan kemudian disk yang

mengandung vankomisin ditempatkan pada permukaan agar, dan metode PCR



dapat digunakan untuk mendeteksi gen resistensi vankomisin dan memprediksi
resistensi Staphylococcus aureus terhadap vankomisin.

PCR (Polymerase Chain Reaction) lebih ideal digunakan untuk mendeteksi
MRSA dan VRSA karena, sensitivitasnya tinggi dapat mendeteksi jumlah bakteri
yang sangat kecil, spesifitas tinggi dapat membedakan antara MRSA atau VRSA
dari bakteri lain, waktu deteksi cepat hasil PCR dapat diperoleh dalam waktu berapa
jam dan dapat mendeteksi gen resistensi antibiotik, seperti mecA dan vanA.

Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian untuk
mendeteksi Methicillin Resistant staphylococcus aureus (MRSA) dan Vancomycin
Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) pada sampel swab nasofaring pasien
yang dirawat di ICU.

B. Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah apakah terdeteksi Methicillin
Resistant  Staphylococcus aureus (MRSA) dan Vancomycin Resistant
Staphylococcus aureus (VRSA) pada sampel swab nasofaring pasien infeksi
nosokomial di ruang ICU di Rumah Sakit Ibnu Sina menggunakan metode

Polymerase Chain Reaction (PCR)?

C. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah u ntuk mendeteksi Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) dan Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus
(VRSA) pada sampel swab nasofaring pasien infeksi nosokomial di ruang ICU di

Rumah Sakit Ibnu Sina menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)



D. Manfaat Penelitian
1. Manfaat Teoritis
Sebagai tambahan ilmu pengetahuan,wawasan dan informasi bagi peneliti
untuk mengaplikasikan ilmu yang telah didapat selama proses perkuliahan
khususnya dibidang biologi molekuler
2. Manfaat Praktis
Sebagai proses pengalaman ilmiah dalam melakukan penelitian sehingga
bagi peneliti dapat mengetahui bahwa dengan menggunakan PCR dapat
mendeteksi Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan

Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA)
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TINJAUAN PUSTAKA

A. Tinjauan Umum Infeksi Nosokomial

Rumah sakit diharapkan dapat memanfaatkan pelayanan medis untuk
memberikan pelayanan yang efektif dan efisien kepada masyarakat karena
merupakan fasilitas pelayanan kesehatan yang melaksanakan prakarsa kesehatan
serta memelihara dan meningkatkan derajat kesehatan. Rumah sakit adalah fasilitas
kesehatan yang menyelenggarakan pelayanan rawat inap, rawat jalan, dan gawat
darurat (Putri & Sonia, 2021).

Sebagai salah satu fasilitas kesehatan yang menyelenggarakan pelayanan
kesehatan masyarakat, rumah sakit mempunyai peranan penting dalam
mempercepat peningkatan derajat kesehatan masyarakat. Oleh karena itu, penyedia
layanan kesehatan atau rumah sakit harus meningkatkan kualitas layanannya,
termasuk layanan preventif dan kuratif. Artinya, rumah sakit harus memberikan
layanan berkualitas tinggi yang memenuhi standar yang ditetapkan dan dapat
diakses oleh semua lapisan masyarakat (Sahambangung dkk., 2021).

Institusi layanan kesehatan, termasuk rumah sakit dan Klinik, dapat
menyebarkan infeksi kepada pasien yang menerima pengobatan, staf medis, dan
pengunjung lainnya. Tenaga kesehatan, individu yang sakit, pembawa virus
diantara pengunjung, dan rumah sakit merupakan sumber potensial penularan atau

perolehan infeksi di fasilitas layanan kesehatan. Berdasarkan penelitian, 9,8%



pasien rawat inap di 11 rumah sakit di DKI Jakarta, Indonesia, mengalami infeksi

nosokomial (Suarmayasa, 2023).

Menurut Organisasi kesehatan Dunia (WHO), unit perawatan intensif (ICU),
bangsal bedah dan ortopedi memiliki prevalensi infeksi nosokomial tertinggi ICU
menyumbang lebih dari 30% dari seluruh infeksi nosokomial. Unit perawatan
Intensif (ICU) adalah departemen rumah sakit yang berdiri sendiri yang memiliki
personel dan peralatan terlatih khusus untuk memantau, merawat, dan
merehalibitasi pasien dengan penyakit akut, trauma, atau kondisi yang mengancam
jiwa lainnya. Karena pasien di unit perawatan intensif (ICU) dianggap sangat
bergantung pada perawat dan dokter, perawatan mereka sangat berbeda dengan
pasien rawat inap lainnya. Satu-satunya cara untuk mengetahui apa yang terjadi
pada pasien di Unit Perawatan Intensif (ICU) adalah melalui observasi dan
dokumentasi yang cermat dan rutin, karena pasien tersebut sakit parah atau pingsan.
Analisis yang cermat diperlukan untuk menentukan tindakan atau penanganan

terbaik atas perubahan yang terjadi (Wulan & Rohmah, 2019).

1. Defenisi Infeksi Nosokomial

Infeksi nosokomial adalah infeksi yang menyerang individu yang telah di
rawat lebih dari 72 jam yang terjadi di rumah sakit. Penyebaran bakteri berbahaya
dari lingkungan dan peralatan rumah sakit inilah yang menyebabkan infeksi ini.
Masyarakat memandang infeksi nosokomial sebagai tanda kualitas pelayanan
medis yang diterima, dan hal ini membentuk persepsi masyarakat terhadap fasilitas
kesehatan. Penyebab utama tingginya angka kesakitan dan kematian di rumah sakit

adalah infeksi nosokomial (Dewi & Media, 2021).
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Bakteri patogen, termasuk Staphylococcus aureus Gram-positif dan
Pseudomonas aeruginosa Gram-negatif, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
merupakan sumber infeksi nosokomial. Organisasi kesehatan Dunia (WHO)
melaporkan bahwa infeksi saluran kemih dan infeksi luka pasca operasi merupakan
infeksi nosokomial yang paling umum terjadi. Faktor internal dan eksternal dapat
berkontribusi terhadap terjadinya infeksi nosokomial. Faktor eksternal meliputi
tindakan petugas kesehatan untuk mencegah infeksi nosokomial, lingkungan rumah
sakit, makanan, udara, benda dan peralatan yang tidak steril, dan lain-lain (Dewi &
Media, (2021).

Infeksi terkait layanan kesehatan (HAIS) dapat diperoleh di rumah sakit atau
di masyarakat, tergantung pada sumber penyakitnya. HAIS, atau infeksi terkait
layanan kesehatan, adalah istilah umum yang mengacu pada kemungkinan
terjadinya infeksi di luar rumah sakit, di rangkaian layanan kesehatan lainnya.
Tenaga kesehatan profesional juga dapat tertular infeksi selain pasien. Pengunjung
dan pengunjung dan terinfeksi di fasilitas kesehatan (Rismayanti & Hardisman,
2019).

2. Jenis-jenis Infeksi Nosokomial

Upaya membantu kesembuhan pasien dapat dilakukan dengan menggunakan
berbagai jenis peralatan canggih dan modern. Infeksi dapat dikaitkan dengan
prosedur seperti operasi yang dilakukan di rumah sakit. Ada empat kategori infeksi
nosokomial, yang biasanya berhubungan dengan instrumen bedah, Menurut
Prasasti dkk., (2023) antara lain:

a. Infeksi aliran darah primer (IADP)
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IADP atau yang dikenal dengan infeksi darah yang berkaitan
dengan jalur Central Lineassociated infection (CLABSI) yaitu merupakan
suatu infeksi nosokomial yang dapat mematikan dan tingkat kematian
sebesar 12-25%.

Innfeksi Saluran Kemih (ISK)

Merupakan infeksi pada sistem kemih termasuk kandung kemih,
uretra, ureter, dan ginjal. Sekitsr 75% ISK di rumah sakit berkaitan dengan
keteter urin.Berdasarkan data statistik pada tahun 2015 infeksi saluran
kemih terdapat lebih dari 9,5% dari total infeksi yang dilaporkan.

Infeksi daerah operasi (IDO)

Infeksi daerah operasi (IDO) Infeksi daerah operasi (IDO)
merupakan infeksi yang terjadi sekitar 30 hari setelah seseorang dioperasi
atau jika dalam satu tahun apabila implan dilepas atau tidak terpasaang
pasca operasi serta berpengaruh pada syatan atau jaringan dalam pada
daerah operasi. Walaupun sebagian besar infeksi dapat dilakukan upaya
pengobatan melalui antibiotik, IDO juga dapat menyebabkan kesakitan dan
akibatt fatal pasca operasi.

. Pneumonia Terkait Ventilator (VAP)

Pneumonia terkait ventilator (VAP) pasien yang dirawat di ICU atau
di kenal dengan unit perawatan intensif dapat mengalami resiko fatal tidak
hanya disebabkan oleh penyakit kritis tapi juga dapat diakibatkan karena
infeksi nosokomial. Pneumonia merupakan infeksi nosokomial kedua yang

umum di temui sekitar 27%. Terdapat 86% pneumonia nosokomial yang
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berkaitan dengan ventilasi mekanis serta dikatakan dengan pneumonia
ventilator.
3. Cara Penularan Infeksi Nosokomial
Menurut Darmadi (2008) ada beberapa cara penularan pada infeksi nasokomial
yaitu:
a. Transmisi langsung (direct transmission)

Penularan langsung oleh mikroba patogen ke pintu masuk yang
sesuai dari penjamu. Sebagai contohnya adalah adanya sentuhan, gigitan,
ciuman atau adanya droplet nuclei saaat bersin, batuk, berbicara atau saat
transfusi darah dengan darah yang terkontaminasi mikroba patogen.

b. Transmisi tidak langsung (indirect transmission)

Penularan mikroba patogen yang memerlukan adanya media
perantara,baik berupa barang/bahan,air,udara,makanan,minuman,maupun
vektor. Transmisi tidak langsung dibagi menjadi beberapa media perentara
yaitu :

1) Vehicle-borne
Produk dan bahan yang terkontaminasi, termasuk peralatan
laboratorium, serta persediaan infus dan transfusi, bertindak
sebagai media perantara penularan.

2) Vector-borne
Vektor, seekor serangga, bertindak sebagai perantara antara bakteri
patogen dan inangnya, mentransfernya melalui mekanisme

biologis dan mekanis. Suatu proses mekanis dimana kaki serangga



3)

4)

5)
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menempel pada kotoran atau dahak (bakteri patogen), jatuh pada
makanan atau minuman, dan akhirnya masuk ke saluran
pencernaan inangnya. Sedangkan mikroba berkembang biak di
dalam tubuh vektor/serangga sebelum masuk ke tubuh inang
melalui gigitan. Proses biologis ini terjadi secara bersamaan.
Food-borne
Makanan dan minuman merupakan media perantara yang
sangat efektif dalam penularan kuman patogen ke inangnya,
khususnya melalui saluran masuk saluran cerna atau port
d'entree.
Water-born
Ketersediaan air bersih baik secara kuantitatif maupun
kualitatif, khususnya untuk keperluan medis, merupakan suatu
hal yang mutlak. Kualitas air yang meliputi faktor fisik, kimia,
dan bakteriologis dimaksudkan bebas dari bakteri patogen
sehingga aman untuk dikonsumsi. Bakteri patogen dapat dengan
mudah berpindah ke inangnya melalui pintu masuk saluran
pencernaan (port d'entrée) atau pintu masuk lainnya jika tidak
digunakan sebagai media
Airborne
Setiap orang membutuhkan udara untuk bertahan hidup,
namun sulit untuk mengidentifikasi kapan udara tercemar oleh

bakteri berbahaya. Ketika seseorang batuk atau bersin, berbicara
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atau bernapas melalui mulut atau hidung, mereka melepaskan
droplet nuklei, yaitu kuman patogen di udara yang masuk ke
saluran pernapasan inangnya. Partikel yang dapat terbang
bersama debu dan tanah atau lantai disebut debu. Di area tertutup
seperti bangsal rumah sakit, ruang perawatan, dan ruangan di
dalam gedung, penularan melalui udara biasanyaterjadi dengan
mudah
4 . Faktor-faktor Penyebab Infeksi Nosokomial
Infeksi nosokomial dapat disebabkan oleh dua hal, Menurut Prasasti dkk.,
(2023):

a. Faktor endegon, auto-infeksi yang meliputi umur, jenis kelamin, riwayat
penyakit, daya tahan tubuh dan kondisi-kondisi tertentu.

b. Faktor eksogen meliputi lama penderita di rawat, kelompok yang merawat,
alat medis serta lingkungan. Faktor kurangnya pengetahuan perawat, sikap
atau perilaku yang tidak baik, fasilitas perawatan dan pengawasan perawat
juga dapat menjadi salah satu media penularan infeksi nosokomial.
Penyebab bakteri yang sering menyebabkan infeksi nosokomial salah
satunya ialah Staphylococcus aureus, ada juga beberapa bakteri yang umum
dapat menyebabkan infeksi nosokomial yaitu Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa dan Klebsiella spp (Konoralma, 2019).
B. Tinjauan Umum Staphylococcus aureus

1. Definisi Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus adalah kuman yang dapat menyebabkan
timbulnya penyakit dengan tanda-tanda yang khas yaitu peradangan,
nekrosis dan pembentukan abses. Infeksinya dapat berupa furunkel yang
ringan pada kulit sampai berupa suatu peimia yang fatal. Salah satu
penyebab penyakit infeksi yaitu bakteri. Infeksi bakteri didapatkan dari
komunitas maupun nosokomial Penyebab infeksi yang sering terjadi di
rumah sakit salah satunya disebabkan oleh Methicillin Resistent
Staphylococcus aureus. Furunkel adalah abses kulit yang yang biasanya
disebabkan oleh Staphylococcus aureus (Khairunnisa dkk. 2023).

Staphylococcus aureus biasanya terdapat di permukaan kulit
maupun hidung manusia. Jika lapisan permukaan tubuh tersebut mengalami
luka akibat gesekan, goresan atau penyakit lainnya, bakteri akan
menginfeksi berbagai organ tubuh manusia. Pada kulit, infeksi
Staphylococcus aureus dapat berupa bisul, selulitis, impetigo dan lain
sebagainya. Staphylococcus aureus pada remaja dapat mempengaruhi
kesehatan pada anak tersebut. Karena bakteri ini dapat menyerang jantung
maupun organ vital yang lain, menyebabkan kerusakan hingga
menyebabkan penyakit pada masa beberapa tahun kemudian (Hanina dkk,
2022).

2. Kilasifikasi Staphylococcus aureus
Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus dalam buku Bergeys
Manual of Systematic Bacteriology (Devos et al, 2009) adalah

Domain : Bacteria



16

Filum : Furmicutes

Klass : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus

3. Morfologi Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif yang bersifat
aerobik fakultatif,tidak memproduksi spora,tidak bermigrasi,biasanya
tumbuh berpasangan atau berkelompok dab berdiameter sekitar 0,8-1,0
um. Staphylococcus aureus tumbuh pada suhu optimal 37 °C dan

memiliki waktu pembelahan 0,47 jam (Hastuti, 2020).

Gambar 1. Mikroskopik Staphylococcus aureus pada pewarnaan
gram,terlihat bakteri berbentuk bulat/coccus (Yuwono, 2011)

Manusia biasanya memiliki Staphylococcus aureus dalam mikrobiomanya.
Biasanya bakteri ini terdapat pada kulit dan saluran pernapasan bagian atas.
Staphylococcus aureus jarang menyebabkan penyakit bila di temukan di kulit atau

saluran pernapasan bagian atas seseorang; orang sehat sering kali hanya bertindak
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sebagai vektor. Koloni biji yang tebal berbentuk bulat, halus, mengkilat, dan

warnanya bervariasi dari abu-abu hingga kuning keemasan (Hastuti, 2020)

4. Sifat Pertumbuhan Staphylococcus aureus

Biasanya, Staphylococcus aureus tumbuh dengan baik dalam kultur
laboratorium standar pada suhu 37 °C. Meskipun tumbuh optimal pada lingkungan
aerobik, bakteri ini juga dapat tumbuh subur secara anaerobik fakultatif pada udara
yang hanya mengandung hidrogen pH 7,4. Suhu pertumbuhan ideal untuk koloni
berpigmen adalah antara 20 dan 25 °C. Pada medium padat, koloni memiliki
permukaan bulat, halus, dan tinggi serta sedikit berkilau. Biasanya koloni bakteri
Staphylococcus aureus memiliki warna yang bervariasi dari abu-abu hingga kuning
keemasan. Koloni pada cawan agar darah sering kali berukuran besar, dan pada
beberapa jenis, tempat zona hemolitik yang mengelilingi koloni (Sahli, 2020).

Staphylococcus aureus juga merupakan patogen dengan sel berbentuk bola
dan dapat bertahan hidup di lingkungan dengan konsentrasi garam tinggi, seperti
NaCl 10%. Hasil pewarnaan dari biji padat menunjukan susunan bakteri yang
berkelompok seperti buah anggur, sedangkan hasil pewarnaan dari biji cair
menunjukan bakteri dilepaskan secara tunggal, berpasangan, atau rantai pendek.
Dapat menunjukan pembentukan, biasanya terdapat 4 sel atau lebih. Pertumbuhan
Staphylococcus aureus dalam kondisi anaerobik memerlukan suhu optimal 28-38
°C. pH optimal untuk pertumbuhan Staphylococcus aureus adalah antara 7,0 dan
7,5 (Lisnawati & Prayoga, 2020).

Secara umum Staphylococcus aureus dapat tumbuh pada media yang biasa

digunakan di laboratorium bakteriologi. Bahkan ketika bakteri ini mati, mereka
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masi bisa menghasilkan enterotoksin, seperti pada makanan busuk. Staphylococcus
aureus menyebabkan penyakit melalui aksi racun, tidak tergantung pada infeksi
infasif. Keracunan makanan akibat enterotiksin ditandai dengan mual, muntah, dan
diare. Bakteri ini biasanya ditemukan pada kulit rusak dan jerawat, dan dapat
berkembang biak dengan cepat serta menyebabkan infeksi dan penyakit pada
manusia. Selain kemampuannya berkembang biak dengan cepat, bakteri ini juga
dapat menyebar ke seluruh jaringan (Lisnawati & Prayoga, 2020).

Produksi katalase oleh bakteri Staphylococcus membedakannya dari bakteri
Streptococcus. Enzim ini memfermentasikan beberapa karbohidrat secara perlahan
dan menghasilkan asam laktat tanpa mengeluarkan gas. Setiap strain mempunyai
aktifitas proteolitik yang sangat berbeda, dan bersifat patogen. Banyak senyawa
ekstraseluler dihasilkan oleh Staphylococcus, yang juga tahan terhadap panas,
pengeringan, dan NaCL 9% . Namun, ia mudah dihambat oleh bahan kimia tertentu,
seperti heksaklorofen 3%. Staphylococcus dapat bertahan pada suhu 50°C. selama
30 menit (Sahli, 2023).

5. Faktor Virulensi Staphylococcus aureus
Vaktor virulensi adalah produk yang dihasilkan dari pembentukan
kontrol genetik yang memungkinkan mikroorganisme untuk berkembang biak
di dalam sel inang dan meningkatkan potensi penyakit. Staphylococcus aureus
dapat menghasilkan banyak jenis faktor virulensi sehingga penyakit yang
disebabkan oleh infeksi Staphylococcus aureus dapat terjadi dengan cara yang

berbeda-beda (Larasati dkk. 2020).
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Faktor virilensi Staphylococcus aureus diklasifikasikan menjadi empat
kategori: elemen struktural, protein yang menempel pada permukaan bakteri,
protein yang dilepaskan oleh bakteri, dan regulasi gen. Patogenesis
Staphylococcus aureus dipengaruhi oleh faktor virulensi yang menghasilkan
toksin pembentuk pori ( a-hemolysin, panton valentine leukocidin), superantigen
(enterotoksin, toxic shock syndrome toxin-1), imunitas molekul penghindaran
(protein penghambat kemotaksis, stafilokinase, aureolysin), dan penghambat
fagositosis (kapsul polisakarida, protein A) (Anas, 2021).

Lebih banyak racun ekstraseluler, hemolisin, enzim, dan komponen
seluler yang disekresikan oleh Staphylococcus aureus dibandingan oleh bakteri
lain. Dipercayai bahwa patogenesis disebabkan oleh semua variabel ini. Bakteri
patogen seperti Staphylococcuas aureus banyak faktor virulensi yang terdapat
pada Staphylococcus, seperti enzim, protein permukaan yang terlihat dalam
perlekatan bakteri, dan kemampuan untuk memecah protein dan racun yang
merusak sel inang. Banyaknya plasmid yang mengkode protein yang terlibat
dalam resistensi antibiotik dan vaktor virulensi lainnya adalah yang menentukan
Staphylococcus aureus (Husna, 2018).

6. Patoginesis Staphylococcus aureus

Pada lubang hidung orang sehat, permukaan kulit juga dihuni oleh 30%
Staphylococcus aureus. Infeksi Staphylococcusaureus dapat terjadi ketika inang
mempunyai area yang lemah, seperti infeksi luka operasi atau kerusakan pada
epidermis. Selain itu, Staphylococcus aureus dapat melintasi membran mukosa,

seperti pada kasus pneumonia akibat ventilasi. Karena banyaknya faktor
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virulensinya, Staphylococcus aureus dapat berkembang dan menghasilkan
berbagai gejala klinis. Peptidoglikan adalah polimer yang diproduksi oleh
Staphylococcus aureus dan membentuk dinding sel bakteri. Peptidoglikan
memiliki sifat seperti endotoksin dan menghambat reaksi inflamasi.
Staphylococcus aureus memiliki komponen MSCRAMMSs yang mengenali
protein permukaan sel atau molekul matriks perekat seperti: faktor agregasi
yang mengikat fibrinogen, protein pengikat fibronektin yang mengikat kolagen
dan protein pengikat sialoprotein tulang. Protein permukaan ini bekerja sama
untuk memediasi adhesi bakteri ke jaringan inang. Variabel-variabel ini telah
dikaitkan dengan perkembangan endokarditis, osteomielitis, artritis septik, dan
infeksi terkait kateter dan prostetik (Utaminingsih, 2015).

Flora normal manusia, seperti kuman Staphylococcus aureus, dapat
ditemukan di area tubuh seperti hidung, kulit, tenggorokan, dan mulut. Strain
Staphylococcus aureus (MRSA) yang resisten methisilin adalah strain
Staphylococcus aureus yang resisten terhadap antibiotik methisilin. Kuman
MRSA resisten terhadap semua antibiotik golongan beta laktam, kecuali
methisilin (Lestari., 2022).

Mikrokapsul ~Staphylococcus aureus dan protein A membantu
menghambat proses fagositosis. Protein A adalah komponen utama dinding sel
Staphylococcus aureus. Protein ini berkaitan dengan sisi Fe dari 1gG untuk
membentuk antiopsonin dan oleh karena itu dapat mempunyai efek antifagositik
yang kuat. Staphylococcus aureus juga menghasilkan beberapa enzim seperti

protease, lipase, elastase, hyaluronidase, dan kinase. Enzim ini memungkinkan
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Staphylococcus aureus menyerang dan merusak jaringan inang dan

bermetastasis ke berbagai organ (Utaminingsih, 2015).

Flora normal manusia, seperti kuman Staphylococcus aureus, dapat
ditemukan di area tubuh seperti hidung, kulit, tenggorokan, dan mulut. Strain
Staphylococcus aureus (MRSA) yang resisten methisilin adalah strain
Staphylococcus aureus yang resisten terhadap antibiotik methisilin. Kuman
MRSA resisten terhadap semua antibiotik golongan beta laktam, kecuali
methisilin (Lestari dkk., 2022).

Menurut Husna, (2018) Infeksi S aureus dapat terjadi melalui beberapa
mekanisme yaitu:

a. Perlekatan pada protein sel inang

Struktur Staphylococcus aureus ditandai dengan protein permukaan
berupa laminin dan fibronektin yang membantu bakteri menempel pada sel
inang.Ini membentuk matrik ekstraseluler pada permukaan epitel dan endotel.S
elain itu beberapa strain mengandung peotein pengikat fibrin/fibrinogen yang
dapat meningkatkan perlekatan bakteri pada darah dan jaringan. Kebanyakan
strain mempunyai protein pengikat fibronektin dan fibrinogen. Adhesin dapat
mengikat kolagen,dan interaksi ini penting untuk perlekatan bakteri pada
jaringan.

Staphylococcus aureus mengekpresikan reseptor permukaan untuk
fibrinogen (faktor agregasi), fibronektin, dan vitronektin dan menggunakan

molekul-molekul ini sebagai ikatan silang untuk menempel pada sel endotel
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inang. Staphylococcus aureus lipase memecah lemak di permukaan kulit, dan

ekspresinya dikaitkan dengan kemampuan bakteri ini menyebabkan anses kulit.

Staphylococcus juga memiliki protein A pada permukaannya yang
berkaitan dengan bagian besi dari molekul imunoglobulin. Beberapa bakteri
membentuk biofilm polisakarida yang mendukung kolonisasi bakteri pada
kateter dan prostesis lain yang ditempatkan didalam tubuh. Bebarapa strain
Staphylococcus membawa gen yang menjadi perantara pengikatan biomolekul
yang melapisi perangkat plastik dan intravaskuler. Strain Staphylococcus aureus
yang berbeda dapat menempel atau berikatan dengan molekul inang yang
berbeda dan dapat terpapar melalui kerusakan jaringan seperti:contoh:fibroktin,
vitronektin dan kolagen.

b. Invasi
Mikroorganisme memiliki strategi berbeda untuk mengatasi hambatan
mukosa dan jenis membran sel yang berbeda.Untuk mengatasi hambatan
tersebut, mikroorganisme harus mampu bertahan hidup dan berkembang biak
saat memasuki inangnya. Invasi Staphylococcus aureus ke jaringan inang
melibatkan sekelompok besar protein ekstraseluler.
C. Tinjauan Umum MRSA dan VRSA
1. Resistensi Staphylococcus aureus
Peristiwa penting dalam evolusi Staphylococcus aureus adalah akusisi
independen kompleks SCCmec pada awal 1960-an oleh beberapa strain yang
resisten terhadap berbagai obat (resisten terhadap penisilin, sreptomisin,

tetrasiklin, dan eritromisin) hal ini membuat Staphylococcus aureus resisten
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terhadap sebagian besar anggota keluarga antibiotik 3-laktan. Dua belas jenis
SCCmec yang diketahui telah diidentifikasi dan diklasifikasikan menurut jenis
kompleks kaset kromosom dan kelas kompleks mec. Tipe I, Il dan Il adalah
elemen SCCmec besar yang menyimpan gen yang memberikan resistensi
terhadap beberapa kelas antibiotik dan terutama ditemukan di HA-MRSA
(Healthcare acquired MRSA). Elemen yang lebih kecil seperti tipe 1V dan V
SCCmec, lebih banyak ditemukan di CA-MRSA (community acquired MRSA)
tetapi juga di beberapa klon HA-MRSA yang tersebar luas, seperti ST22-
MRSAIV, ST45-MRSA-1V dan ST5-MRSA-VI. Namun, selama bertahun-
tahun perbedaan antara dua kelompok epidemologi (HA-MRSA dan CA-
MRSA) menjadi kabur. Semua jenis SCCmec megandung mecA (dengan
pengecualian tipe XI yan megandung mecC homolog, yang mengkode protein

pengikat penisilin 2a (PBP2a) (Lee et al., 2018).
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Gambar 2. Mekanisme Resistensi Bakteri terhadap Antibiotik (Laura, 2009)
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Gambar 3. Hasil Visualisasi elektroforesis gen mecA (Rahman. dkk 2023)

PBP2a adalah transpeptidase peptodoglikan yang memiliki avinitas sangat
rendah terhadap sebagian besar antibiotik B-laktan. Dengan adanya antibiotik B-
laktan yang menghambat fungsi empat protein pengikat penisilin alami
Staphylococcus aureus (PBP1, PBP2, PPB3, PPB4, PBP2a dapat mengambil ahli
fungsi transpeptidase dari biosintesis peptidoglikan mutan mecA bernama mecC,
diidentifikasi di beberapa klon Staphylococcus aureus dari isolat hewan dan
manusia. mecA mengkodekan PBP2Alga dan dinamai berdasarkan strain MRSA
pertama yang diisolasi LGA251.Mekanisme kontrol resisten B-laktan pa da strain
LGAZ251 dibandingkan dengan mekanisme kontrol pada strain MRSA pembawa
mecA. Untuk strain LGA251, tingkat resistensi metisilin berganttung pada Mec dan
gen pada latar belakang genetik strain tersebut (Lee et al, 2018).

Kontrol utama ekspresi mecA bergantung pada regulator yang dikodekan
oleh mecl, mecR1dan mecR2, serta regulator ekspresi gen blaz, dan blaR1. Selain
itu, banyak gen lain yang secara signifikan mempegaruhi fenotip resistensi. Ada
tiga bukti bahwa tingkat transkrip mecA tidak memprediksi tingkat resistensi

methisilin. Pertama, respon stres berat yang disebabkan oleh antibiotik mupirocin
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(respon bakteri terhadap berbagai kondisi stres asam amino, asam lemak, zat besi
dan pembatasan panas) menyebabkan peningkatan aktifitas PBP2a tanpa
mempengaruhi transkip mecA. Kedua, inaktivasi Vras (anggota sistem regulasi dan
komponen yang melibatkan protein sensor Vras dan protein regulasi dua komponen
melibatkan protein sensor Vras dan protein regulasi respons Vrak yang terlibat
dalam regulasi biosintesis peptidoglikan dinding sel) menginduksi trnskripsi mecA
tetapi tidak meningkatkan kadar PBP2a. Ketiga, protein pendamping lipatan PrsA
mengubah derajat lipatan PBP2a di dalam membran, megakibatkan resistensi
methisilin tanpa mempengaruhi transkripsi mecA) (Lee et al, 2018).

Peran penting dari respons stres yang ketat dalam ekspresi mecA telah
dibuktikan dengan menggunakan berbagai pendekatan eksperimental. Khususnya,
beberapa klon MRSA juga telah megembangkan resistensi selama bertahun-tahun
terhadap vankomisin, obat yang telah digunakan sejak tahun 1960 an untuk
pengobatan awal infeksi Methicillin Resistant Staphylococcus aureus MRSA
invasif pada pasien yang dirawat di rumah sakit (Lee et al, 2018).

Vankomisin merupakan antibiotik pilihan umum untuk mengobati infeksi
MRSA. Tingkat infeksi MRSA terus meningkat secara global dan akibatnya, begitu
pula dengan konsumsi vankomisin. Di Jepang, kasus pertama vancomycin
intermediate Staphylococcus aureus ( VISA) dilaporkan pada tahun 1997. Sejak
saat itu, kasus vancomycin resistant Staphylococcus aureus (VRSA) mulai
bermunculan, terutama di negara-negara berkembang. Di Indonesia penelitia
mengenai gen vanA masih sangat jarang dilakukan terutama di provimsi Lampung

(Soleha, dkk 2024).
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2. Definisi Methicillin resistant staphylococcus aureus (MRSA) dan Vancomycin
resistant staphylococcus aureus (VRSA)

MRSA merupakan salah satu jenis Staphylococcus aureus yang resisten
terhadap antibiotik isixazoilpenisilin  seperti metisilin, oksasilin dan
flukloksasilin. MRSA merupakan penyebab utama infeksi nosokomial atau
infeksi yang didapat di rumah sakit berupa infeksi pasca operasi, infeksi saluran
pernapasan, infeksi saluran kemih, dan infeksi saluran peredaran darah. Angka
infeksi nosokomial akibat staphylococcus aureus tersebar 21,7 sekitar 40 jenis
Staphylococcus aureus dapat diisolasi di rumah sakit diketahui resisten terhadap
beberapa antibiotik turunan B-laktan dan safolosporin, namun tetap rentan
terhadap antibiotik vankomisin dan klidamisin (Suyasa, 2020).

Vancomycin resistant staphylococcus aureus (VRSA) merupakan srain
staphylococcus aureus yang telah resisten terhadap antibiotik vancomycin .
Antibiotik ini merupakan obat pilihan untuk mengobati infeksi dengan
methicillin resistant staphylococcus aureus (MRSA). Vankomisin merupakan
antibiotik yang termasuk dalam kelompok glikopeptida yang bekerja dengan
cara menghambat sintesis dinding sel bakteri gram positif. Mekanisme resistensi
pada strain Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) melibatkan
perubahan target pan gen vanA,yang mengakibatkan ikatan vankomisin terhadap
target menurun secara signifikan sehingga mencegahnya melakukan fungsi
normalnya dalam menghambat dinding sel bakteri. Sumber gen vanA yang
diisolasi dalam Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) diduga

berasal dari transfer gen herizontal (Rahman. dkk. 2023).
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D. Tinjauan Umum Polymerase Chain Reaction (PCR)
1. Pengertian Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah proses biokimia langsung
yang memiliki dampak signifikan pada kemajuan teknologi biologi molekuler.
K. B. Millis awalnya menemukan PCR pada tahun 1984 ia merupakan penemu
dan memenangkan Hadiah Nobel dalam Kimia pada tahun 1994. Pada PCR,
DNA diperkuat atau dikalikan secara in vitro melalui penggunaan replikasi
DNA diperkuat atau dikalikan secara in vitro melalui penggunaan replikasi
DNA dengan bantuan enzim DNA polimerase dan perubahan karakteristik fisik
DNA sebagai fungsi suhu. Karena PCR merupakan teknologi yang sangat
sensitif, molekul DNA dapat berkembang biak dalam satu siklus suhu (Green
et al, 2018).

Banyak teknik biologi molekuler yang dapat disederhanakan dengan
menggunakan teknik PCR Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah metode
terbaik untuk mendeteksi infeksi karena cepat dan akurat.Teknik ini juga
sangat spesifik karena pemilihan primer spesifik untuk patogen tertentu,
sehingga sangat berguna ketika patogen tumbuh lambat atau tidak dapat
tumbuh dalam kondisi in vitro, serta hanya ketika metode deteksi konvensional
kurang sensitif atau capat. Serta hanya ketika metode deteksi konvensional
kurang sensitif atau cepat diperlukan diagnosis. PCR dapat digunakan untuk
mengidentifikasi mikroorganisme selain patogen yang ada di air, makanan,
minuman, dan lingkungan alam. PCR dapat digunakan dalam teknologi DNA

rekombinan untuk mengisolasi gen kloning. Polymerase Chain Reaction
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(PCR) dapat digunakan untuk keperluan forensik, penentuan usia dan etnis dan
dalam bidang medis juga dapat digunakan untuk mendeteksi penyakit
metabolik (analisi mutasi) atau penyakit menular) Reaksi amplifikasi DNA dan
Polymerase Chain Reaction (PCR) bergantung pada perubahan suhu dan
jumlah siklus (Green et al, 2018).
1. Prinsip Umum Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah teknik laboratorium yang
bertujuan untuk menyalin atau memperkuat DNA,memungkinkan urutan DNA
(target) dikalikan secara selektif ratusan juta kali. PCR dapat menggunakan
sampel DNA yang sangat kecil, kemudia mengkloning dan memperkuatnya
menjadi jutaan salinan hanya dalam beberapa jam (Ethica, 2019).

PCR melibatkan amplifikasi enzim yang dimediasi primer. Polymerase
Chain Reaction (PCR) mengandalkan penggunaan kemampuan DNA
polimerase untuk mensintesis untaian DNA baru yang melengkapi untai DNA
cetakan tertentu (biasanya DNA genom suatu organisme). Primer diperlukan
karena DNA polymerase hanya dapat menambahkan nukleotida ke gugus 3-
OH yang sudah ada sebelumnya untuk menambahkan nukleotida pertama,
DNA polymerase kemudian memperluas ujungnya dengan menambahkan
lebih banyak nukleotida untuk menciptakan wilayan DNA beruntai ganda
(Ethica, 2019).

PCR dilakukan pada DNA total atau DNA genom yang pertama kali
diisolasi dari sel atau virus. Untuk membatasi segmen DNA yang akan disalin

perlu menambahkan primer yang akan menempel pada ujung segmen DNA
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yang akan disalin, perlu ditambahkan primer yang akan menempel pada ujung
segmen DNA dan membatasi panjang DNA target yang akan disalin. PCR
adalah reaksi yang dikontrol suhu dan dilakukan dalam beberapa siklus.Setiap
siklus terdiri dari tiga langkah utama : denaturasi DNA untai
ganda,(denaturasi), pengikatan primer (anil) dan perpanjangan untai DNA
yang dikontrol primer (pemanjangan) (Ethica, 2019).
2. Komponen Polymerase Chain Reaction
Menurut (Ethica, 2019) ada beberapa komponen polymerase chain reaction yaitu :
a. Templat atau DNA cetakan
Ini mungkin DNA beruntai ganda (dsSDNA) yang telah diisolasi dari
sampel melalui isolasi DNA.
b. Enzim DNA Polimerase
Secara umum, ini adalah enzim Taqg polimerase termostabil yang tidak
mengubah sifat-sifat dengan cepat pada suhu tinggi (98 °C) dan dapat
beroperasi pada suhu optimal sekitar 70 °C.
c. Primer Oligonukleotida
Urutan DNA beruntai tunggal pendek (biasanya 20-30 pasangan basa)
melengkapi ujung 3’dari untaian sense dan antisense dari urutan DNA
target.
d. Deoksinukleotida Trifosfa
Unit dasar A, T,G, dan (dATP,dTTP,dGTP,dCTP) menyediakan energi
untuk polimerisasi dan merupakan unit dasar sintesisi DNA

e. Sistem Buffer
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Dalam bentuk magnesium dan potasium untuk memberikan kondisi

optimal untuk denaturasi dan replikasi DNA, penting juga untuk

mengaktifkan dan menstabilkan enzim polimerase.

3. Prosedur Polymerase Chain Reaction

Mekanisme amplifikasi PCR sederhana namun elegan. Primer
oligonukleotida pertama-tama dirancang untuk melengkapi unjung rangkaian
yang akan di amplifikasi. Kelebihan primer kemudian dicampur dengan cetakan
DNA dan deoksiribonukleotida (dNTP) dalam buffer yang sesuai. Setelah
pemanasab untuk mendenaturasi untai asli dan pendinginan untuk
memungkinkan hibridisasi primer, setiap oligonukleotida akan berkaitan dengan
untai berbeda dan dua untai segmen DNA target. Primer-primer ini akan dianil
pada posisi yang memungkinkan produk amplifikasi setiap untai DNA saling
tumpang tidih, dibatasi oleh posisi anil primer yang berlawanan (Kusnadi dan

Arumingtyas, 2020).
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Gambar 4. Proses dan Komponen PCR (Kusnadi dan Arumingtyas, 2020)

Karena proses denaturasi, annealing, dan ekstensi oleh enzim DNA
polimerase terus berlangsung,maka primer-primer tersebut secara berulang akan
berkaitan dengan template DNA awal dan juga sisi komplementer dari untai-untai
yang dibentuk. Dan kemudian memanjang untuk menghasilkan salinan DNA yang
baru. Hasil akhir adalah peningkatan secara eksponensial terhadap jumlah total
fragmen DNA termasuk sekuens yang dibatasi oleh primer-primer PCR, yang
akhirnya memenuhi jumlah secara teori (Kusnadi dan Arumingtyas, 2020).

Menurut (Haryadi dkk, 2022) ada tiga siklus utama yang timbul dari reaksi
replikasi suatu segmen DNA dalam konsep PCR yaitu denaturasi, hibridisasi, dan
ekstensi. Ketiga siklus utama tersebut akan diulangi maksimal 25-40 sehingga hasil
produk PCR yang diperoleh adalah 2” (“n” adalah jumlah siklus yang digunakan)
lebih unggul dibandingkan sampel DNA target pada reaksi PCR. Proses reaksi PCR
pada thermal cycler dilakukan pada suhu dan waktu tergantung pada desain
tergantung pada primer dan DNA. Mesin thermal cycle mempunyai kemampuan
untuk mengubah suhu dan waktu sesuai keinginan peneliti. Pengendara sepeda
thermal memiliki kemampuan untuk menaikan atau menurunkan suhu dengan
cepat. Langkah-langkah reaksi PCR pada thermal cyc adalah sebagai berikut :

a. Denaturasi Awal

Awal tahapan reaksi PCR adalah tahap pra-denaturasi (denaturasi awal).
Denaturasi awal dilakukan dengan tujuan untuk mendenaturasi DNA sampel pada
tahap awal reaksi PCR untuk mencegah DNA sampel mengalami denaturasi persial.

Sampel asam deoksiribonukleat (DNA) yang tidak terdenaturasi sempurna akan
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menyebabkan amplifikasi PCR pada awal reaksi menjadi kurang optimal, sehingga
perlu dilakukan denaturasi awal pada saat pembuatan matriks asam
deoksiribonukleat (DNA) agar mengalami denaturasi sempurna. Waktu dan suhu
bergantung pada struktur sampel DNA yang akan diamplifikasi. Suhu optimal yang
digunakan adalah 94°C selama 2 hingga 5 menit. Denaturasi awal terjadi hanya
dalam satu siklus pada awal tahap reaksi PCR, sedangkan 35 hingga 40 siklus
terjadi pada tahap denaturasi, annealing, dan ekstensi.
b. Denaturasi
Reaksi replikasi atau segmen DNA diawali dengan denaturasi DNA cetakan
melalui pemanasan sehingga DNA untai ganda tersebut terpisah menjadi untai
DNA tunggal. Denaturasi dilakukan pada suhu hangat yaitu 95°C (30 30 detik) atau
97°C (15 detik). Sedangkan denaturasi VRSA dilakukan pada suhu 94°C (3 menit)
dan siklus amplifikasi yang terdiri dari 1 menit pada suhu 94°C, 1 menit pada suhu
54°C, 1 menit pada suhu 72°C.
c. Annealing
Tahap reaksi annealing adalah suatu tahap dimana primer melekat sebagai
oli gonukleotida pertama (maju) yang mempunyai urutan yang sama/identik
dengan salah satu untai DNA cetakan pada ujung 5’-fosfat dan oligonukleotida
kedua (terbalik) yaitu identik bersama-sama urutan pada ujing 3’-OH rantai DNA.
Durasi langkah reaksi inkubasi PCR kurang lebih 1 hingga 2 menit. Keberhasilan
proses annealing tergantung pada desain primer dan suhu lelah (T). Suhu saat
separuh molekul DNA mengalami denaturasi tersebut T. Idealnya suhunT antara

primer sama, baik maju maupun mundur. Rumus menghitung suhu T adalah 2 °C
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X (AT) + 4 °C x (G + C).Kisaran suhu yang umum digunakan adalah dari 50

hingga 60 °C.

Desain lapisan primer sangat mempengaruhi proses annealing. Jika desain

primer tidak memenuhi persyaratan maka akan mempengaruhi hasil reaksi PCR.

Perancangan primer memerlukan beberapa persyaratan antara lain:

a.

b.

Primer harus mempunyai oligonukleotidadengan ukuran 17-28 bp
Komponen G dan C harus mempunyai 50-60% agar peningkatan primer
kuat,karena pasang G dan C terdiri dari 3 pasangan: ikatan hidrogen
Ujung primer harus berakhir (3’) dengan basa C atau G atau GG atau GC
Perkiraan suhu ikatan yang digunakan adalah 55 hingga 80 °C,tetapi suhu
yang paling sering digunakan adalah 50 hingga 60 °C

Primer pada wujung 3’menghindari basa komplementer, hingga
menghasikan primer dimer

Memprediksi terbentuknya struktur sekunder pada primer sehingga
rangkaian DNA tidak saling kompementer

Hndari desain primer dengan nukleotida C dan G dan tiga atau lebih
sekuens pada ujung 3’ karena dapat menyebabkan kesalahan primer,

terutama di daerah yang kaya akan sekuens G + C

d. Extension (Pemanjangan primer)

Langakah ini melibatkan enzim polimerase (disebut Taq polimera

se) untuk memperluas primer dari ujung 5’ke ujung 3. Laju perakitan

nukleotida enzim ini pada suhu 72 °C diperkirakan antara 35 dan 100

nukleotida per detik tergantung pada buffer, PH, konsentrasi molekul
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garam,dan molekul DNA target. Taq polimerase tidak memiliki aktifitas
eksonuklease 3’hingga 5’ sehingga bekerja cepat dengan enzim mampu
menahan suhu tinggi yang diperlukan untuk memisahkan untai DNA
sampel. Kelemahan Taq polimerase adalah enzim ini mampu melakukan
kesalahan dalam penggabungan nukleotida sehingga menyebabkan
kemungkinan terjadinya mutasi pada segmen gen yang diamplifikasi.
Enzim Taq polimerase dapat menambahkan nukleotida, khususnya dATP,
ke ujung 3’segmen DNA yang terpolimerisasi, bahkan tanpa adanya
cetakan. Situasi ini dimanfaatkan dengan memasukan fektor plasmid dalam
kloning rekombinan. Durasi langakah reaksi PCR yang diperpanjang
biasanya 1 menit atau bergantung pada panjang polinukleotida.
e. Extension akhir

Ekstension akhir terjadi pada akhir seluruh siklus reaksi PCR.
Kondisi ini dicapai dengan tambahan suhu ekstensi primer, biasanya 72 °C
menggunakan Taq polimerase, selama 5 sampai 15 menit untuk
menyelesaikan dan menyempurnakan proses polimerisasi. Perpanjangan
akhir hanya terjadi satu siklus pada akhir rantai reaksi PCR dalam thermal
cycler.

4. Kelebihan dan Kekurangan PCR

Aplikasi PCR atau teknologi amplifikasi telah banyak digunakan
biasanya di klinik/rumah sakit hingga membuat area spesifik dari DNA dan
diperbanyak untuk digunakan dalam cloning teknologi. Menurut (Tan et al,

2022) kelebihan teknologi amplifikasi adalah sebagai berikut :
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a. Hasil cepat diperoleh (tergantung metode ataupun kit PCR yang
digunakan dan dikembangkan pleh pihak developer

b. Lebih sensitif dan spesifik dibandingkan metode konvensional

c. Reprodusibilitinya sangat baik (kembali tergantung jenis Kit
PCR dari berbagai developer)

d. Hasil amplifikasi dapat di hitung secara kuantitatif atau semi
kuantitatif, biasanya untuk teknik RT-PCR

e. Mudah dikembangkan teknologi terbaru dalam pemeriksaan
penanda kelainan ginetik
Menurut (Tan et al, 2022) kekurangan teknologi PCR sebagai
berikut :

a. Memerlukan ruangan dengan alur proses kerja satu arah (untuk
mencegah kontaminasi)

b. Mudah terkontaminasi dalam melakukan pekerjaan

c. Target sekuensing DNA sasaran harus diketahui terlebih dahulu
dan harus melakukan perancangan primer serta kondisi alat
yang sesui dengan tujuan target yang diinginkan

d. Biaya alat dan bahan untuk metode RT-PCR mahal

5. Elektroforesis
Elektroforesis DNA adalah teknik pemisahan sampel DNA
berdasarkan ukuran (berat molekul) dan struktur fisik molekul. Gel yang
biasa digunakan antara lain agrosa. Elektroforesis gel agrosa dapat

dilakukan untuk memisahkan sampel DNA dengan ukurab mulai dari
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beberapa ratus hingga 20.000 pasangan basa (bp).Molekul DNA membawa
muatan negatif (anion) sehingga jika dimasukan kedalam gel dengan baik
dan diberi medan listrik, maka DNA akan bergerak melalui gel dari kutub

negatif (anoda) ke kutub positif (kanoda) (Bimhwal et al, 2020).

\ DNA bergerak kearah anoda dipengaruhi
oleh ukuran molekul, struktur, densitas dan
tegangan listrik

Gambar 5.Perangkat Elektroforesis (Bimhwal et al, 2020)

Elektroforesis menunjukan hasil positif jika menghasikan pola pita-pita
yang jelas dan tidak berbayang. Beberapa faktor yang mempengaruhi laju migrasi
DNA pada gel agrosa antara lain ukuran, fragmen DNA, konfirmasi DNA, besarnya
arus listrik, konsentrasi, dan jenis gel, lamanya waktu elektroforesis, serta
komposisi buffer yang digunakan. Molekul DNA penanda, atau marker digunakan
untuk mengetahui ukuran molekul-molekul DNA hasil isolasi, restriksi, maupun

purifikasi (Bimhwal et al, 2022)
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F. Kerangka Konsep

Sampel Swab Nasofaring MRSA dan VRSA

Pada pasien ICU

1.Konsumsi
Antibiotik

Gambar 7. Kerangka Konsep

Kererangan :

L : Variabel Bebas/Independent

Variabel Terikat /Dependent

O Variabel Perancu

G. Definisi Operasional

1. MRSA adalah jenis strain bakteri Staphylococcus aureus yang resisten terhadap
antibiotik methicillin gen mecA pada pasien infeksi nosokomial di ruang ICU Rumah
Sakit Ibnu Sina

2. VRSA adalah strain Staphylococcus aureus yang telah mrgembangkan resistensi
terhadap antibiotik vankomisin gen vanA pada pasien infeksi nosokomial ruang ICU

Rumah Sakit Ibnu Sina



39

3. Swab nasofaring adalah sampel yang di ambil dari mukosa saluran napas bagian
belakang hidung dan tenggorokan pasien infeksi nosokomial yang di ruang ICU di
Rumah Sakit Ibnu Sina.

4. Pasien ICU (intensive care unit) adalah pasien khusus yang membutuhkan
pengawasan ketat di ruangan ICU yang dilengkapi dengan peralatan medis khusus
untuk menunjang proses pengobatan dan pemulihan pasien dengan rata-rata rawat
inap di ICU selama 3 hari.

5. Polymerase Chain Reation (PCR) adalah salah satu metode pemeriksaan yang
dilakukan untuk mendeteksi keberadaan material ginetik dari suatu bakteri
Staphylococcus aureus yang akan dideteksi pada target bend MRSA 147 bp dan
target bend VRSA 673 bp pada sampel swab nasofaring pasien infeksi nosokomial

yang dirawat di Rumah Sakit Ibnu Sina.



BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah penelitian
deskriptif dengan pendekatan cross sectional pada MRSA (Methicilin Resistant
Staphylococcus aureus) dan VRSA (Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus)
pada pasien infeksi nosokomial menggunakan sampel swab nasofaring.
B. Lokasi dan Waktu Penelitian
1. Lokasi Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Rumah Sakit Ibnu Sina dan analisis sampelnya
akan dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler HUM-RC (Hasanuddin
Medical Research Center), pada bulan Mei-Juni 2025
C. Populasi dan Sampel
1. Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini yaitu pasien infeksi nosokomial di ruang
ICU Rumah Sakit Ibnu Sina
2. Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel swab
nasofaring pada pasien infeksi nosokomial di ruang ICU Rumah Sakit Ibnu
dengan jumlah sampel 10 sampel berdasarkan total sampling selama

periode penelitian
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3. Teknik Sampling
Penggambilan sampel dilakukan dengan porposive sampling yang mana
hanya pasien infeksi nosikomial di ruang ICU yang memiliki kriteria spesifik
yang dapat menjadi sampel pada penelitian ini
D. Kriteria Sampel
1. Kiriteria Inklusi
a. Pasien ICU yang dirawat lebih dari 3 hari
b. Pasien yang mengalami demam 38° C selama 3 hari
c. Pasien yang telah diberi antibiotik
2. Kriteria Eksklusi
a. Pasien yang sudah perna terinfeksi nosokomial

b. Tidak bersedia jadi responden

E. Alat dan Bahan

Alat -alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu, coolbox, Sentrifus
mini (Biofuge pico), Vortex (Heidolph REAX Control), Inku bator (Titramax-
100), Mikropipet, tip, mictrotube Adjustable Socrus Bio-rad (single channel 0,5-
10 ul, 20-200 pl, 100-1000pl), laminar air flow (ESCO), Neraca (Kern), cetak gel,
geldoc transilluminator (Bio-rod), Spin Down, Freezer, Kulkas, Rak Tabung
Eppendorf, Gelas Ukur, com (sisiran gel), microwave (Electrolux), alat PCR

(Applied Biosytem), Chamber elektroforesis (Bio rad).
Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel
swab nasofaring, Kontrol Positif (Isolat MRSA), handsscoon, proteinase K,

wash buffer, bubuk agarose 1,5, marker 100 bp, TBE 0,5%, nuclease free water



43

(ddH20), buffer lisis, wash buffer, bashing bead buffer, ethidium bromide
(EtBr), enzim PCR, nuclease free water, Primer reverse Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) (5’-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3”)
dan primer forward (5’-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3) dengan target
bend 147 bp (Faisal et al, 2019), Primer forward VRSA
(AGGAGACAGGAGCATGAATAG) primer reverse
(CAATACCCGCACAACCGAC) dengan target band 673 bp (Soleha,dkk.
2024).
F. Prosedur Kerja
a. Pengambilan Sampel
Sampel yang digunakan adalah swab nasofaring pada pasien rawat
inap. Sampel diambil dengan menggunakan swab amis yang dilengkapi
dengan media transportasi yang sesuai untuk menjaga vabilitas sampel.
yang akan dibawa ke laboratorium Diagnostik Molekuler untuk dianalisis
b. Ekstraksi DNA
Sampel swab nasofaring dimasukan kedalam tabung tube sebanyak
200 pl, dan dicampur dengan 20 pl, Proteinase-k diinkubasi 60 °C selama 5
menit kemudian ditambahkan GSB buffer 200 pul lalu dinkubasi lagi 5 menit
dengan suhu 60 °C, selanjutnya dimasukan 200 ul,etanol absolut kemudian
di vortex setelah itu dipindahkan ke dalam spin column sebanyak 650 pl.
Disentrifuge dengan kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit,dibuang cairan
pada tabung penampung. Hasil saringan DNA pada spin column

ditambahkan 400 pl, buffer washing (W1), lalu di sentrifus dengan
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kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit, pada penampungan dibuang
kemudian tambahkan 600 pl, wash buffer dan etanol. Sentrifus dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit dan dibuang lagi cairan pada
penampungan. Disentrifus kosong dengan kecepatan 13.000 rpm selama 3
menit, dipindahkan spin column kedalam tabung microcentrifuge atau tube
kemudian ditambahkan buffer elution sebanyak 50 pl, dan di sentrifus
dengan kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit lalu dibuang spin column dan
DNA murni diberi label pada tube /tabung microcentrifuge.
c. Amplifikasi DNA
Dilakukan amplifikasi hasil ekstraksi dengan membuat PCR mix
dengan mencampurkan dream taq PCR mix 7 pl 0,5 konsentrasi mecA reverse
15 CCACTICATATCTTGTAACG-3  dan mecA  forward 15
TCCAGATTACAACTICACCAGG-3 sedangkan vanA reverse
CAATTACCGCCAACCGAC dan vanA forward
AGGAGACAGGAGCATGAATAG] dan nuklease free water lalu
dihomogenkan diatas spin down, kemudian dipetik PCR mix kedalam tabung
sebanyak 10 pl lalu tambahkan masing-masing sampel DNA kedalam tabung
sebanyak 5 pl, lalu 1 tabung PCR yang berisi PCR mix ditambahkan kontrol
positif mecA dan kontrol positif vanA dan 1 tabung untuk kontrol negatif.
Setelah itu di proses didalam mesin PCR, kondisi PCR yang digunakan
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) sebagai berikut : pra
denaturasi dalam suhu 94°C selama 45 detik, denaturasi 95 °C selama 20 detik,

annealing 57 °C selama 15 detik, kemudian diikuti post extension terakhir 72 °C
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selama 2 menit dengan 39 siklus. Sedangan Vancomycin Resistant
Staphylococcus aureus (VRSA) pra denaturasi dalam suhu 94 °C selama 5
menit, denaturasi 95 °C selama 30 detik, annealing 57 °C selama 30 detik,
extension 72 °C selama 1 menit, kemudian diikuti post extension terakhir 72 °C
selama 5 menit dengan 34 siklus.
Ditimbang bubuk agrosa sebanyak 1,5 gram lalu dilarutkan dalam
100 ml TBE (Rris-borete-EDTA), kemudian di homogenkan dan dipanaskan
menggunakan hot plate sehingga larut pada suhu 250 °C selama 3 menit lalu di
pasangkan sisir elektroforesis pada cetakan dengan posisi hampir menyentuh
dasar, jika sudah sekitar 50 °C -60 °C ditambahkan ethidium bromida sebanyak 3
mikron dihomogenkan. Kemudian tuangkan gel agrosa kedalam cetakan yang
sudah dipasangkan sisiran, jika agrosa sudah mengeras di lepas sisiran lalu di
pindahkan kedalam chamber. Setelah itu masukan larutan buffer 0,5 X TBE
kedalam chamber sampai gel terendam, kemudian dimasukan masing-masing
hasil PCR sebanyak 10 ul masukan tiap well setelah semua hasil PCR dimasukam
ke dalam well, selanjutnya dimasukan sul marker. Chamber di tutup sesuai dengan
kutub negatif dan positif elektroforesis dilakukan pada kondisi 50 volt selama 50
menit lalu di raning, kemudian gel agarose dimasukan kedalam UV reader/gel
documentation untuk melihat pola pita DNA yang tervisualisasi.
G.Interpretasi Hasil
Hasil analisa dinyatakan positif MRSA jika ditemukan pita DNA yang
didapat berada kisaran 147 bp yang merupakan ukuran DNA dari gen resisten

bakteri Staphylococcus aureus dan Analisa dinyatakan VRSA jika pita DNA
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yang didapat berada di kisaran 673 bp Vancomycin Resistant Staphylococcus

aureua

H. Teknik Pengolahan Data
1. Pengumpulan Data
Data diperoleh dengan melakukan observasi, wawancara terstruktur kepada
pasien infeksi nosokomial yang berada di Rumah Sakit Ibnu Sina
2. Analisa Data
Teknik analisa data penelitian ini yaitu menggunakan pendekatan secara
deskriptif kualitatif yang disajikan dalam bentuk gambar dan tabel berupa
terdeteksi ada atau tidak adanya Gen mecA pada (MRSA) Methicilin Resistant
Staphylococcus aureus dan gen vanA pada (VRSA) Vancomycin Resistant
Staphylococcus aureus.
I. Teknik dan Analisis Data
1. Editing
Data yang diperoleh dilakukan pengecekan kembali sehingga ketika
terdapat kesalahan bisa langsung dikoreksi
2. Coding
Lembaran persetujuan yang ditandatangani berikan kode atau inisial.
Tujuannya agar dapat disederhanakan sehingga mudah untuk
ditandatangani
3. TabulatinMenyusun data dengan sedemikian rupa agar dapat disusun dalam

tabel



J. Alur Penelitian
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K. Etika Penelitian
Sebelum penelitian ini dilakukan,peneliti akan senantiasa memperhatikan dan
menjaga etika,antara lain sebagai berikut :
1. Informed Consent
Lembar persetujuan yang akan diberikan terlebih dahulu kepada calon
responden, kemudian peneliti akan menjelaskan maksud dan tujuan peneliti
sebelum calon responden menyetujui lembar persetujuan tersebut.Jika calon
responden bersedia dijadikan sebagai responden maka responden tersebut akan
menandatangani lembar persetujuan demikian halnya juga dengan peneliti.Tetapi
jika calon responden tersebut tidak bersedia untuk di jadikan responden maka
peneliti tidak akan memaksakan calon responden tersebut dan peneliti akan
mengohormati keputusan dari calon responden tersebut.
2. Anonimity
Untuk kerahasiaan dari calon responden, peneliti tidak akan mencantumkan
nama dari responden yang telah menandatangani lembar persetujuan.Tetapi
peneliti akan memberikan kode yang berbeda bagi setiap responden
3. Confidentiality
Peneliti akan menjamin semua informasi dari calon responden dan
responden yang telah didapat karena seluruh datanya hanya digunakan untuk

kepentingan penelitian



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitan

Pada penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) dan Vancomycin Resistant Staphylococcus
aureus (VRSA) pada sampel swab nasofaring pasien infeksi nosokomial
menggunakan metode PCR, telah dilakukan penelitian deskriptif dengan
subjek penelitian adalah pasien infeksi nosokomial yang dirawat lebih dari 3

hari. Sampel yang digunakan dapat dilihat berdasarkan kriteria sabagai berikut

1. Karakteristik Saampel Penelitian

Karakteristik Sampel Jumlah Persentase
1. Umur
50-60 Tahun 5 50%
61-70 Tahun 2 20%
71-8 0 Tahun 2 20%
81-90 Tahun 1 10%
Total 10 100%

2. Jenis Kelamin

Laki — Laki 6 60%
Perempuan 4 40%
Total 10 100%
3. Lama Perawatan
> 3 hari 10 100%
Total 10 100%

49
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Pada tabel 4.1 Karakteristik usia dikategorikan menjadi 4 kelompok
yakni kelompok pertama usia 50-60 tahun berjumlah 5 responden
(50%),kelompok kedua usia 61-70 tahun berjumlah 2 responden (20%),
kelompok ketiga usia 71-80 tahun berjumlah 2 responden (20%) dan kelompok
keempat 81-90 tahun berjumlah 1 responden (10%). karakteristik responden
berjenis kelamin laki — laki sebanyak 6 responden (60%) dan perempuan 4
responden (40%).Karakterisik responden pada umur 50-60 tahun sebanyak 5
(50%) responden, 61-70 tahun sebanyak 2 (20%)responden, 71-80 sebanyak 2
(20%) responden, 8—90 sebanyak 1 (10%). karakteristik lama perawatan
pasien di ruang ICU dikategorikan menjadi satu kelompok yaitu >3 hari.

1. Hasil deteksi MRSA

--—------ 147 bp

100 bp

Gambar .1 Hasil Elektroforesis MRSA

Keterangan :
M : Marker ( penanda)
D1-10 : Kode Sampel
K+ : Kontrol Positif

K- : Kontrol Negatif
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100 bp : Ukuran Marker yang digunakan
147 : Gen target MecA MRSA

Berdasarkan Gambar 1. diketahui bahwa dari 10 responden didapatkan hasil
visualisasi gel doc pada deteksi Metisillin Resistant Staphylococcus aureus (
MRSA) dimana dari 10 sampel yang dideteksi terbentuknya pita DNA, sehingga
dapat diketahui bahwa 10 sampel positif terdapat adanya Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus dalam sampel swab nasofaring hal ini ditunjukan dengan
munculnya pita DNA pada hasil elektroforesis tersebut.

2. Hasil Deteksi VRSA

'K M'D1'p2 ' D31D4ID5(D6|D7|p8 (D9 DO
bk L L L F 0 F T-F F=d—
5

Gambar 2 Hasil Elektroforesis VRSA

Keterangan :
M : Marker (penanda)
D1-D10 : Kode Sampel
K- : Kontrol Negatif
100 bp : Ukuran Marker yang digunakan

673 bp : Gen target VanA VRSA
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Pada gambar 2 diketahui dari 10 responden didapatkan hasil visualisasi gel
doc pada deteksi Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA), dimana 10
sampel yang dideteksi tidak terbentuk pita DNA, sehingga dapat diketahui bahwa
10 sampel negatif tidak terdapatnya Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus
dalam sampel swab nasofaring karena tidak terbentuk pita DNA pada hasil
elektroforesis tersebut

Tabel 4.2 Hasil Pemeriksaan MRSA dan VRSA Berdasarkan Hasil Elektroforesis

Kode Sampel MRSA VRSA
D1 (+) )
D2 (+) )
D3 (+) ()
D4 (+) ()
D5 (+) )
D6 (+) ()
D7 (+) ()
D8 (+) ()
D9 (+) ()
D10 (+) )

Sumber : Data Primer (2025)
Keterangan :
(+) : Terdeteksi gen MecA (MRSA) dan gen VanA (VRSA)
(-)  :Tidak terdeteksi gen MecA (MRSA) dan gen VanA (VRSA)

Berdasarkan tabel 4.2 tentang hasil pemeriksaan gen mecA Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus pada sampel swab nasofaring di Rumah Sakit Ibnu
Sina Kota Makassar menggunakan metode PCR (Polymerase Chain Reaction),
diketahui bahwa sampel dengan kode 1-10 negatif yang menandakan tidak
terdeteksi Gen mec-A Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

dengan target didapat berada di kisaran 147 bp.



53

Tabel 4.3 Persentase Hasil Identifikasi aureus (MRSA) dan (VRSA)

MRSA VRSA
Hasil
Jumlah Persentase Jumlah Persentase
Positif 10 100% 0 0%
Negatif 0 0% 10 100%

Sumber (Data primer 2025)

Berdasarkan tabel 4.3 diketahui bahwa dari 10 responden terdeteksi positif
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dengan jumlah terbanyak
adalah responden yang positif Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
sebanyak 10 responden (100%), sedangkan jumlah responden yang negatif dengan
jumlah 0 responden (0%). Dan pada tabel 4.3 juga diketahui bahwa dari 10
responden terdeteksi negatif Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus dengan
jumlah terbanyak negatif Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus
sebanyak 10 responden (100%), sedangkan positif dengan jumlah O responden
(0%).

B. Pembahasan

Penelitian ini dilakukan selama periode bulan Mei — Juni 2025 di
Laboratorium Hasanuddin University Medical-Research Centre (HUM-RC)
Makassar menggunakan 10 sampel swab nasofaring pada pasien infeksi nosokomial
di ruang ICU Rumah Sakit Ibnu Sina yang memenuhi kriteria. Objek pada
penelitian ini adalah pasien infeksi nosokomial. Sebelum melaksanakan penelitian
di Laboratorium Hasanuddin University Medical-Research (HUM-RC) Makassar

pengambilan sampel swab nasofaring pada pasien infeksi nosokomial di ruang ICU
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Rumah Sakit Ibnu Sina sebanyak 10 responden, pengambilan sampel swab di
dampingi oleh tenaga kesehatan yang suda memiliki STR. Setelah pengambilan
sampel dilakukan pelabelan 1-10 pada tabung transfer dan dimasukan kedalam cool
box yang berisi ice pack gel untuk mrempertahankan stabilitas kondisi sampel
ketika dalam perjalanan menuju Laboratorium Hasanuddin University Medical-
Research (HUM-RC). Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendeteksi
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan Vancomycin Resistant
Staphylococcus aureus (VRSA) pada sampel swab nasofaring pasien infeksi
nosokomial di Rumah Sakit Ibnu Sina Menggunakan metode Polymerase Chain
Reaction (PCR)

Pada penelitian ini menggunakan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR), karena ada beberapa alasan yakni, sensitivitas tinggi dapat mendeteksi DNA
target dengan sensitivitas yang tinggi, sehingga dapat mendeteksi MRSA dan
VRSA dengan akurat, spesifitas tinggi dapat dirancang untuk mendeteksi gen
spesifik yang terkait dengan resistensi antibiotik, sehingga dapat membedakan
antara MRSA dan VRSA, dan cepat memberikan hasil dalam waktu yang relatif
singkat, sehingga dapat membantu dalam diagnosis dan pengobatan yang tepat

Penelitian ini menggunakan gen MecA untuk deteksi Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) karena gen MecA adalah penanda yang spesifik
untuk MRSA, sehingga dapat digunakan untuk mendeteksi MRSA dengan akurat,
sementara gen VanA Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) adalah
gen yang terkait dengan resistensi Staphylococcus aureus terhadap vankomisin dan

juga penanda yang spesifik untuk VRSA, sehingga dapat digunakan untuk
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mendeteksi VRSA dengan akurat. Digunakan sampel swab nasofaring karena
Staphylococcus aureus banyak menjajah kulit dan membran mukosa sekitar
sepertiga manusia. Kolonisasi hidung merupakan faktor resiko berbagai jenis
infeksi Staphylococcus aureus pada semua populasi. Data terakhir menunjukan
bahwa rata-rata prevalensi kolonisasi Staphylococcus aureus masing-masing
adalah 24% disaluran hidung (Gangnaire et al., 2019).Sehingga ini sejalan dengan
penelitian yang saya lakukan yang dimana munculnya pita DNA yang menandakan
adanya MRSA pada sampel swab nasofaring. Penelitian yang dilakukan oleh
(Arsih, dkk (2019). Deteksi MRSA dilakukan menggunakan metode PCR dengan
amplifikasi MecA yang dimana fragmen DNA terdeteksi dengan ukuran 500bp.
Adapun beberapa faktor yang menyebabkan dari 10 sampel terdeteksi
MRSA antara lain, pasien yang sudah di rawat lebih dari tiga hari memiliki resiko
yang lebih besar terkena MRSA karena pasien menggunakan alat bantu seperti
kateter, jarum infus, ventilator dan sudah lama dalam lingkungan rumah sakit
infeksi nosokomial terjadi setidaknya 3 x 24 jam setelah dimulainya pengobatan,
sampel yang terdeteksi MRSA kemungkinan memiliki gen MecA yang terkait
dengan resistensi methicillin, kondisi PCR yang optimal seperti suhu, waktu, dan
konsentrasi reagen dapat meningkatkan sensitifitas deteksi MRSA, dan penggunaan
kontrol positif dan negatif dapat membantu memastikan bahwa hasil deteksi MRSA
akurat dan dapat diandalkan (Konoralma, 2019). Sementara faktor-faktor yang
menyebabkan hasil deteksi VRSA negatif antara lain, ketiadaan gen VanA jika
sampel tidak memiliki gen VanA yang resisten vankomisin, maka hasil deteksi

VRSA dapat negatif, suhu annealing yang tidak optimal dapat mengurangi
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spesifisitas dan sensitifitas deteksi VRSA, dan penggunaan enzim PCR yang tidak
sesuai dapat mengurangi efisiensi PCR dan menyebabkan hasil deteksi VRSA
negatif.

Hasil deteksi VRSA menujukan dari 10 sampel tidak terdeteksi gen VanA
(100%) ada beberapa kemungkinan yaitu, Karakteristik pasien yang tidak
mendukung pasien tidak memiliki faktor resiko yang kuat untuk terinfeksi VRSA,
seperti tidak memiliki riwayat penggunaan vankomisin yang lama atau tidak
memiliki kondisi medis yang mendasarinya, penggunaan antibiotik yang efektif
pasien mungkin telah menerima antibiotik yang efektif untuk mengobati infeksi
Staphylococcus aureus, sehingga tidak ada VRSA yang terdeteksi.

adapun beberapa syarat-syarat untuk deteksi VRSA antara lain, primer yang
spesifik untuk gen VanA yang terkait dengan resistensi vankomisin pada VRSA,
kualitas DNA yang baik DNA yang digunakan harus memiliki kualitas yang baik
dan tidak terdegradasi (molekul Dna telah rusak), konsentrasi DNA yang cukup
untuk mendeteksi VRSA menggunakan PCR, pengaturan PCR yang optimal
seperti, suhu, waktu dan konsentrasi reagen harus optimal untuk mendeteksi VRSA,
kontrol positif dan negatif harus digunakan untuk memastikan hasil PCR yang
akurat, sensitifitas PCR harus memiliki sensitifitas yang tinggi untuk mendeteksi
VRSA dalam sampel, penggunaan enzim yang PCR yang sesuai, dan penggunaan
buffer PCR yang sesuai.

MRSA vyang didapat di rumah sakit (HA-MRSA) adalah patogen
nosokomial terkemuka yang terkait dengan rawat inap yang lama, kateter perkutan,

dialisis, ventilasi mekanis, trakeostomi, dan pasien ya ng lemah, lanjut usia, dan
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immunocompromised. Peningkatannya yang signifikan di unit perawatan intensif
(ICU) merupakan penyebab kekhawatiran bahkan di negara-negara di mana
langkah-langkah pengendalian infeksi yang efektif secara rutin dilaksanakan
(Mehta et al., 2020). Hal ini jelas sejalan dengan penelitian yang saya lakukan pada
pasien infeksi nosokomial yang dimana ditemukan MRSA pada pasien di ruang
ICU menggunakan sampel swab nasofaring.

Sampel yang telah dikumpulkan akan dilakukan pemeriksaan dengan
tahapan Ekstraksi DNA, Amplifikasi PCR, dan Elektroforesis. Menurut Gupta,
(2019) ekstraksi DNA adalah metode pemurnian DNA dengan menggunakan
metode fisika dan/atau kimia dari sampel yang memisahkan DNA dari membran
sel, protein, dan komponen seluler lainnya. Ekstraksi DNA melibatkan lisis sel dan
pelarutan DNA, yang diikuti dengan metode kimia atau enzimatik untuk
menghilangkan makromolekul, lipid, RNA, atau protein.

Setelah dilakukan Ekstraksi DNA kemudian tahap selanjutnya dilakukan
proses perbanyakan DNA (amplifikasi) menggunakan metode Polymerase Chain
Reaction ( PCR) adalah teknik yang digunakan untuk melakukan perbanyakan
DNA (amplifikasi DNA ) dimana dalam metode PCR ini ada tiga tahapan yang
dilakukan yaitu denaturasi, annealing, dan extension adalah proses pemanjangan
DNA dengan bantuan enzim Tag Polymerase Chain Reaction diharapkan terbentuk
DNA untai ganda.

Menurut Yuenleni, (2019) ciri hasil PCR dengan band yang optimal adalah
adanya pita/band yang jelas, tidak terdapat smear yang terbentuk, serta ukurannya

sesuai  dengan target DNA yang diinginkan. Adapun faktor yang dapat
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menyebabkan hasil pita DNA tidak spesifik atau tidak jelas disebabkan karena
primer tidak dapat menempel dengan sempurna pada suhu yang terlalu rendah,
sehingga enzim polimerase juga tidak dapat mengkatalisasi proses PCR jika primer
tidak dapat menempel (Rosiana & Widhiantara, 2018). Selain itu, karena faktor
penggunaan konsentrasi agarose, ukuran pori yang semakin kecil.

Setelah proses PCR selesai akan dilanjutkan ke tahap elektroforesis.
Elektroforesis adalah suatu teknik pemisahan berdasarkan ukurannya dan
pergerakan partikel (ion, molekul, makromolekul) dalam medan listrik DNA yang
digunakan dalam ele ktroforesis ini adalah DNA yang bermuatan negatif, jika dialiri
arus listrik dan molekul DNA yang melalui suatu medium maka akan bergerak dari
kutub negatif ke kutub positif. Gel agarosa digunakan untuk analisis kualitas dari
sampel DNA. Setelah di elektroforesis, molekul DNA dapat divisualisasikan
dibawah sinar UV menggunakan gel doc UV Transilluminator setelah diwarnai
dengan pewarna yang sesuai. Dimana pewarna DNA yang di pakai pada
elektroforesis yaitu pewarna EtBr (Ethidium Bromide) karena EtBr akan
berflouresensi bila disinari sinar UV.

Pada penelitian ini, menggunakan kontrol positif dari isolat bakteri
methicillin resistant staphylococcus aureus yang diambil di Balai Besar
Laboratorium Kesehatan Makassar. Kontrol positif digunakan untuk mengetahui
keberhasilan amplifikasi DNA serta pembanding hasil amplifikasi pada DNA
sampel. Kontrol positif yang digunakan merupakan isolat bakteri yang telah

diketahui dari penelitian sebelumnya memiliki gen MecA.
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Berdasarkan gambar hasil elektroforesis yang telah visualisasi dengan Gel
doc UV Transilluminator, (Gambar 4.1) menunjukan bahwa dari 10 sampel yang
telah diperiksa dalam penelitian terdeteksi adanya gen MecA Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus pada sampel swab nasofaring pasien ICU. Hasil penelitian
ini sejalan dengan penelitian yang dilakukkan oleh Arsih dkk,(2019). Munculnya
pita DNA yang menandakan adanya MRSA pada sampel swab nasofaring. (Gambar
4.2) menunjukan bahwa dari 10 sampel yang telah diperiksa dalam penelitian tidak
terdeteksi gen VanA Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus pada sampel
swab nasofaring pasienlCU karena tidak munculnya pita DNA pada gen
VanA.Menurut Purnomo dkk. (2021), bakteri MRSA ini sudah resiten terhadap
sejumlah obat p-laktam, antara lain sefalosporin, karbapenem, penisilin, metisilin,
ampisilin, amoksisilin, nafcillin, karbenisilin,dan oksasilin. Sejalan dengan
penelitian yang saya lakukan yang dimana 10 responden pasien infeksi nosokomial
di ruang ICU.

Pelayanan pasien yang buruk dan lingkungan rumah sakit yang tidak
bersih, yang dapat mendorong pertumbuhan mikroorganisme yang tidak
diinginkan, merupakan dua penyebab yang kontribusi terhadap temuan baik dalam
penelitian ini. Pasien yang hasil tesnya positif MRSA juga memiliki resisten
antibiotik terutama disebabkan oleh penggunaan antibiotik yang tidak rasional,
kualitas antibiotik yang buruk, dan tidak adanya pengawasan pada saat pemberian
antibiotik. Oleh karena itu, penting untuk mengatasi masalah ini untuk mencegah
berkembangnya resistensi antibiotik. Penelitian ini terkait dengan penelitian

sebelumnya Suyasa, (2020) karena pemberian antibiotik yang tidak tepat dapat
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menyebabkan terbentuknya strain bakteri Staphylococcus aureus baru, sehingga

mempersulit pengobatan dan memungkinkan penyebaran infeksi.

Mikroorganisme yang resisten terhadap antibiotik muncul akibat
penggunaan antibiotik yang berlebihan. Sebagai fasilitas kesehatan, secara tidak
langsung bertanggung jawab atas peningkatan dan penyebaran kuman yang resisten
terhadap antibiotik, termasuk MRSA memiliki modifikasi genetik yang
megakibatkan resistensi terhadap berbagai kelas obat. Penyisipan kromosom
Staphylococcal Mec kedalam kromosom Staphylococcus aureus menghasilkan
kekebalan terhadap antibiotik. MRSA yang didapat di rumah sakit menimbulkan
resiko yang signifikan karena, selain merugikan para medis, MRSA juga
merupakan faktor penyebab HAIS (healthcare Association Infection), yang
memperpanjang perawatan pasien dan mempunyai dampak negatif tidak langsung
terhadap situasi keuangan keluarga pasien. Di lingkungan layanan kesehatan,
terdapat berbagai cara penyebaran kuman : melalui sentuhan para medis dengan
pasien, melalui kontak pasien dengan peralatan medis yang kotor, atau bahkan dari
pengunjung pasien ke pasien, dan sebaliknya (Priastiningrum dkk., 2021).

Antibiotik dapat digunakan untuk mengobati infeksi Staphylococcus
aureus di sebagian besar keadaan. Namun, methisilin dan antibiotik lain yang
banyak digunakan termasuk amoksisisilin, penisilin, dan sefalosporin tidak efektif
melawan bentuk Staphylococcus aureus yang resisten methisilin yang dikenal
sebagai MRSA. Penggunaan antibiotik yang berlebihan akan menyebabkan
berkembangnya resistensi antibiotik. Permintaan akan antibiotik baru yang

berspektrum lebih luas muncul dari resistensi antibiotik, yang menyebabkan
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penyakit dengan kuman yang resisten terhadap pengobatan antibiotik standar.
Biaya pengobatan yang dikeluarkan sendiri oleh pasien akan meningkat ketika jenis
jenis antibiotik yang lebih baru digunakan. Dampak tambahannya mencakup
perubahan ekologi infeksi di rumah sakit, toksisitas yang kuat, dan masalah
psikologis bagi pasien dan keluarganya (Hayati dkk., 2022).

Pasien yang terinfeksi MRSA memiliki masa rawat di ruang ICU yang
lebih lama dan memiliki prognosis yang buruk. Lamanya perawatan lebih dari 3
hari di ruang ICU dapat menjadi salah satu faktor terinfeksi MRSA. Berdasarkan
penelitian Mehta et al., (2020) Staphylococcus aureus yang resisten methicillin
dikaitkan dengan hasil klinis yang buruk di ICU. Hal ini menimbulkan beban yang
signifikan terhadap praktik pengendalian infeksi di rumah sakit. Selain itu, ICU
merupakan tempat yang penting untuk penyebaran MRSA yang lebih luas, karena
pasien dirawat dan dipulangkan ke fasilitas pelayanan kesehatan yang berbeda
seperti bangsal dan rumah sakit lain. Penelitian ini juga berhubungan dengan
peneliti an sebelumnya Nuryah dkk., (2019) tungginya prevalensi pasien MRSA
yang menerima perawatan di ruang ICU ini dapat menjelaskan bahwa infeksi
MRSA dengan kondisi klinis yang lemah atau penggunaan alat-alat medis yang
lama serta lamanya perawatan dapat menyebabkan infeksi MRSA. Selain itu bukan
hanya di ruang ICU saja tetapi di ruang rawat inap dapat terinfeksi MRSA
dikarenakan faktor anka kuman di bangsal yang harus diperhatikan sehingga
menurunkan angka resistensi antibiotik.

Salah satu upaya pengendalian infeksi yang disebabkan Methicillin

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) di fasilitas perawatan jangka panjang
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adalah deteksi dini keberadaan MRSA dalam tubuh manusia. Deteksi dini di rumah
sakit dapat terjadi pada saat pasien masih berada di unit gawat darurat, sebelum
pasien mendapat perawatan lebih lanjut di ruang perawatan (Nismawati dkk.,
2018). Penggunaan antibiotik yang merupakan salah satu ulpaya pengendalian
infeksi Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), hal ini sangat penting
diperhatikan untuk menghindari terjadinya resistensi antibiotik. Selain itu
penerapan jadwal kunjungan pasien, kepadatan orang yang berada di ruangan,
meningkatkan pelayanan kesehatan yang baik, kebersihan ruangan perlu dilakukan

pengendalian sehingga bisa menurunkan tingkat penyebaran infeksi nosokomial.



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian pada swab nasofaring pasien infeksi
nosokomial yang dirawat du ruang ICU didapatkan hasil dari 10 sampel yang
dideteksi didapatkan hasil 100% sampel positf terdeteksi gen MecA Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) sementara tidak ditemukan gen VanA
Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) pada swab nasofaring

menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

B. Saran
Pada peneliti selanjutnya disarankan untuk memperbanyak jumlah sampel,
penyimpanan sampel pada suhu yang optimal dan lebih menspesifikasikan sampel

agar hasil yang didapatkan lebih akurat.
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Lampiran 1. Master Data
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No | Kode Umur | Jenis Lama | Penyakit Alat Bantu | Antibiotik
sampel Kelamin | Rawat | Pernapasan
(Hari)

1 D1 50 th L 6 Ya (Asma) Ventilator, Ceptryzxone
Keteter,infus

2 D2 85 th L 9 Ya ( Asma) Ventilator, Mekopenem
Keteter,infus

3 D3 74 th L 6 Ya (Asma) Ventilator, Ceftriaxon
Keteter,infus

4 D4 51 th P 4 Ya (Asma) Ventilator, Meropanem
Keteter,infus

5 D5 57 th P 11 Ya (Asma) Ventilator, Ceftriazone
Keteter,infus

6 D6 50 th L 4 Ya (Asma) Ventilator, Meropenem
Keteter,infus

7 D7 72 th L 4 Tidak Keteter, ceptryzxone
Infus

8 D8 66 th L 4 Ya ( Asma) Ventilator, Ceftriazone
Keteter,infus

9 D9 51 th P 5 Ya (Asma) Ventilator, Cefotzxime
Keteter,infus

10 D10 66 th P 5 Ya (Asma) Ventilator, Meropenem
Keteter,infus




Lampiran 2 Kuesioner Penelitian (Sebelum Pengumpulan Data)

LEMBAR KUESIONER PENELITIAN

Berikut ini adalah kuesioner yang berkaitan dengan penelitian tentang
Deteksi GEN MEC-A Methucdlin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan
GEN VAN-A Vane mycin Resistant Staphylococeus aureus ( VRSA) PADA

PASIEN ICU DEGAN METODE PCR

Identitas Responden
Nama

Umur
Jenis Kelamip -

) Berapa lama pasien dirawat di ruang ICU?
Jawab:

ch pasien?
a Ya
b. Tidak
3) Apakah ada riwayat penyakit lain yang diderita oleh pasien?
a Ya
b. Tidak
4) Apakah pasien baru-bary mengkonsumsi antibiotik?
Jawab:
Jenis antibiotik apa yang di konsums;?
Jawalb:
5) Apakah pasien Menerima Perawatan yang melibatkan masuknya alat
kedalam tubuh, misalnya infus, keteter,atay alat banty napas?
a Ya

b. Tidak
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Lampiran 3 Kuesioner Penelitian (Setelah Penggumpulan Data)

LEMBAR KUESIONER PENELITIAN
Berikut ini adalah kuesioner yang berkaitan dengan penelitian tentang
Deteksi GEN MEC-A Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan
GEN VAN-A Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) PADA
PASIEN ICU DEGAN METODE PCR

Identitas Responden
Nama A | VI
Umur - o thn
Jenis Kelamin :  la¥t - Lae

I) Berapa lama pasien dirawat di ruang ICU?
Jawab: 4 e
2) Apakah ada penyakit pernapasan yang diderita oleh pasien?
A Ya
b. Tidak
3) Apakah ada riwayat penyakit lain yang diderita oleh pasien?
2 Ya
b. Tidak
4) Apakah pasien baru-baru mengkonsumsi antibiotik?
Jawab: {wekepenet YA
Jenis antibiotik apa yang di konsumsi?
Jawab: Werogne™
5) Apakah pasien Menerima perawatan yang melibatkan masuknya alat
kedalam tubuh, misalnya infus, keteter,atau alat bantu napas?

2 Ya
b. Tidak



71

Lampiran 4 Informed Consent

LEMBAR PERSETUJUAN RESPONDEN (Infommed Consent)
Deteksi GEN MEC-A Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan
GEN VAN-A Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA) PADA
PASIEN ICU DEGAN METODE PCR

Saya yang bertanda tangan dibawabh ini :

Nama O ( QS

Umur : so tha

Jenis Kelamin o lakr - Lewr
Alamat D3b. goweTiew 1

Judul "Deteksi Gen mec-A Methicillin  Resistant Staphylococcus  aureus
(MRSA) dan Gen van-A Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus (VRSA)
PADA PASIEN ICU DENGAN METODE PCR
Bahwa saya yang bertanda tangan di bawah ini menyatakan, memahami
dan menyadari bahwa penelitian ini tidak akan mempengaruhi  atau
mengakibatkan hal yang merugikan saya. Oleh karena itu saya bersedia menjadi
responden dalam penelitian ini dengan menjawab semua pertanyaan dengan jujur
sesuai kondisi yang sebenarnya dan secara sukarela tanpa ada paksaan dari

siapapun
Makassar, 5 Mei 2025
Res
oA NOo
.................. )
Peneliti

(Maria Ermelinda Fono)
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Lampiran 5 Surat Rekomendasi Penelitian LPPM

LEMBAGA PENELITIAN DAN PENGABDIAN MASYARAKA'T (LPPM)
UNIVERSITAS MEGAREZKY
\J SK. Menristekdikti R1 No [FHO4/KPT/172018 Terakreditasi BAN P

ky o id

_Kevvgun 1l Jolan Antang Rayyn No 43 Tolp 0411 - 402 401 - 406401 Fax 406614 Webiie _ it /nersimarnogrash v s Ll infog) |

Makassar, 15 April 2025

Nomor \89 /07.091056/1V/2025
Lampiran i e
Perihal t Rekomendasi Izin Penelitian
Kepada

Yth : Bapak Gubernur Prov, SulSel

Cq. Kepala UPT P2T BKPMD-PTSP

DI -
Makassar

Dengan hormat,
Dalam rangka penyelesaian tugas akhir Mahasiswa Fakultas Teknologi

Kesehatan Program Studi DIV Teknologi Laboratorium Medis Universitas
Megarezky Makassar, maka bersama ini kami mohon kiranya Bapak/Ibu
berkenan menerima Mahasiswa (i) kami yang tersebut namanya di bawah ini
untuk melakukan Penelitian di Instansi / wilayah kerja yang Bapak/Ibu

Pimpin.
Nama : Maria Ermelinda Fono
NIM : B1D121124

Judul Skripsi/KTI : DETEKSI METHICILLIN-Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) dan VANCOMYCIN Resistant
Staphylococcus aureus (VRSA) PADA Pasien ICU

; DENGAN MENGGUNAKAN METODE PCR
Pembimbing ¢ 1.Indas Wari Rahman, $.51.,M.Kes

2. Andi Meinar Dwi Rantisari,SKM., M.Kes

Tempat Penelitian :' Laboratorium Biologi Molekuler Hasanuddin
University Research Center (HUM RC)

Demikian surat permohonan penelitian ini, atas bantuan dan kerjasamanya
diucapkan terima kasih,

Tembusan Kepada Yth;
1. Yang Bersangkutan
2. Arsip
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Lampiran 6 Surat Rekomendasi Penelitian Dinas Penanaman Modal Dan
Pelayanan Terpadu Satu Pintu (DPMPTSP)
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PEMERINTAH PROVINSI SULAWESI SELATAN

DINAS PENANAMAN MODAL DAN PELAYANAN TERPADU SATU PINTU
JiBougenwille No 5 Telp. (0411) 431077 Fax. (0411) 448936
Website : http//simap-new.sulselprov.go.id Email : ptsp @ sulselprov.go.id

Makassar 90231
Nomor : 8909/S.01/PTSP/2025 Kepada Yth.
i Direktur HUM-RC RSP Univ.
Lavmpiean ' Hasanuddin Makassar
Perihal : lzin penelitian
di-
Tempat

Berdasarkan surat Kepala LPPM Universitas MW Nomor : 1159/07.091056/1V/2025
tanggal 15 April 2025 perihal tersebut diatas, mahasi i ini:

I

Nama MARIA ERMELINDA FONO
Nomor Pokok 10121 124

Program Studi

Pekerjaan/Lembaga Mcaasas&a (©4)'

Alamat : JI.'Antang Raya No.'43, Makassar

PROVINS!I SULAWESI SELATAN

Bermaksud untuk melakukan penelitian di daerah/kantor saudara dalam rangka menyusun KARYA
TULIS, dengan judul :

* DETEKSI METHICILLIN- RESISTANT Staphylococcus aureus (MRSA) DAN VANCOMYCIN -
RESISTANT Staphylococcus aureus (VRSA) PADA PASIEN ICU DENGAN METODE PCR *

Yang akan dilaksanakan dari : Tgl. 05 Mel s/d 05 Juni 2025

Sehubungan dengan hal tersebut diatas, pada prinsipnya kami menyetujul kegiatan dimaksud
dengan ketentuan yang tertera di belakang surat izin penelitian.

Demikian Surat Keterangan ini diberikan agar dipergunakan sebagaimana mestinya.

Diterbitkan di Makassar
Pada Tanggal 05 Mei 2025

KEPALA DINAS PENANAMAN MODAL DAN PELAYANAN TERPADU
SATU PINTU PROVINSI SULAWESI SELATAN
O Ep] ASRUL SANI, S.H., M.SI.
Pangkat : PEMBINA TINGKAT |
Elg Nip : 19750321 200312 1 008

Tembuzan Yt
1. xmwmmnumnmny,mﬂaw
2. Pertnggal.
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. ADMINISTRASI FORMULIR 1
tH UM-RC

clnca'Tor & Vttar Focurs Nomor : 166/05/FR1/2025 Tanggal : 7 Mei 2025
SURAT
PENGANTAR PENELITIAN

Kepada Yth.
Pembimbing/pendamping,
Ibu Marina Binti Ali,

Dengan ini menerangkan bahwa peneliti/mahasiswa berikut ini :

Nama : Maria Ermelinda Fono
NIM :B1D121124
Institusi : DIV Teknologi Laboratorium Medis Universitas Megarezky

Akan melakukan pengambilan data/ analisa bahan hayati :

Pada tanggal : 7 Mei 2025 s/d Selesai
Jumlah subjek : + 15 sampel swab nasofaring
Jenis data : Data Primer

Untuk penelitian dengan judul :
“Deteksi Methicillin- Resistant Staphylococcus Aureus (Mrsa) Dan Vancomycin-
Resistant Staphylococcus Aureus (Vrsa) Pada Pasien Icu Dengan Metode PCR"

Harap dilakukan pembimbingan dan pendampingan seperlunya. Terima Kasih.

Staf deinisuasi.
HUM-RC
ZHM-RC

Catatan : Untuk Guide Services, Proses pengerjaan dilakukan oleh peneliti, Pendamping
hanya mendampingi.

Formulir surat pengantar penelitian Hal. 1 dari 1
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Kementerian Kesehatan

Direktorat Jenderal
.z. Kemenkes Sumber Daya Manusia Kesehatan
‘. Poltekkes Makassar Politeknik Kesehatan Makassar
£ Jalan Wijaya Kusuma Rays No. 46 Barta-Bantaeng

Makassar Sulawest Selatan 20222
R 08115566600
. https//portal polteikes mis.ac ki
KETERANGAN LAYAK ETIK
DESCRIPTION OF ETHICAL EXEMPTION
“ETHICAL EXEMPTION™
No.: 07T19M/KEPK-PTKMS/V/ 2028

Protokol penelitian yang diusulkan oleh
The research protocol proposed by

Pencliv Utama : Maria Ermelinda Fono
Principal in Investigator

Nama Institusi - Universitas Megarezky Makassar
Name of the Institution

Dengan dudul.
Tutle

“Deteksi Methicillin Resistunt - Staphylococcus surcus ( MRSA) dan Vancomycin - Resistunt
Staphylococcus aurcus ( VRSA) pada pasien ICU metode PCR™

“Detection of Methicillin - Resistant Staphylococcus aureus ( MRSA) and Vancomycin - Resistant
Staphylococcus aurens ( VRSA ) in ICU patients Using PCR Method

Dinyatakan layak etk sesuai 7 (tujuh) Standar WHO 2011, yaitu 1) Nilai Sosial, 2) Nilai limiah, 3) Pemerataan

Beban dan Menfaat, 4) Risiko, 5) Bujukan/Fkspl 6) Kerah dan Privacy. dan 7) Persetujuan Setclah
Penjelasan, yung yuk pads Ped CIOMS 2016, Hal i seperti yang ditunjukkan oleh terpenubinya
indikator setiap standar

Declared 10 be cthically appropr n o to 7 (seven) WHO 2011 Standards, 1) Social Values, 2)
Scientific Vahues, 3) Equitable A and Benefits, 4) Risks, §) P Exph 6) Confidentiality
and Privacy, and 7) Informed Consent, refemng 1o the 2016 CIOMS Guidelines This is as indicated by the
fulfillment of the indicators of each standard

Pemyataan Layak Enk im berlaku selama kurun wakty mnggal 01 Mei 2025 sampa dengan tanggal 01 Mes
2026

Declaration of ethics applies during the period May 01, 2025 until May 01, 2026
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HU R r ADMINISTRASI FORMULIR 2
3&“..7&735“2 '&'."&."‘;‘"fi.‘&'.'.‘ Nomor : 669/12/FR2/2025 Tanggal : 11 Desember 2025
SURAT KETERANGAN

SELESAI PENGAMBILAN DATA/ ANALISA BAHAN HAYATI

Dengan hormat,

Dengan ini menerangkan bahwa peneliti/mahasiswa berikut ini :

Nama : Maria Ermelinda Fono

NIM :B1D121124

Institus! - DIV Teknologi Laboratorium Medis Universitas Megarezky

Judul Penelitian : Deteksi Methicillin- Resistant Staphylococcus Aureus (Mrsa) Dan

Vancomycin- Resistant Staphylococcus Aureus (Vrsa) Pada Pasien
Icu Dengan Metode PCR.

Telah selesai melakukan pengambian data/ analisa bahan hayati :

Pada tanggal : 7 Mei s.d 8 Desember 2025
Jumlah subjek : + 15 sampel swab nasofaring
Jenis data : Data Primer

Dengan staf pendamping/pembimbing :
Nama : Marina Binti Ali

Konsulian i-

Surat keterangan ini juga merupakan penjelasan bahwa peneliti/mahasiswa diatas tidak
mempunyai sangkutan lagi pada unit/laboratorium kami.

Demikian surat ini dibuat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Mengetahui,
Kepala Laboratorjum,

dr. Rusdina Bte Ladju. Ph.D
NIP 198108302012122002
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Formulir Keterangan Selesai Pengambilan Data/ Analisa Bahan Hayati Hal. 1 dai 1
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Lampiran 10 Dokumentasi
Ekstraksi DNA MRSA dan VRSA
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NO Gambar Keterangan
1 Penggumpulan Sampel Swab
Nasofaring
2
Vortex Sampel
3

Pemipetan Sampel
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Penambahan Proteinase- K

Proses Inkubasi

Penambahan GSB Buffer

Penambahan Etanol Absolut
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Proses Sentrifugasi

Pebambahan Buffer Wasing
(wl) dan W2

10

Kontrol positif MRSA




Amplifikasi DNA MRSA dan VRSA
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No Gambar Keterangan

1 Proses PCR Mix
Mencampurkan Dream Taq
Proses penambahan primer

MRSA dan VRSA
2
Di Vorteks

3

4
Pemipetan Template DNA
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Di homogenkan

Proses didalam mesin PCR




Elektroforesis MRSA dan VRSA
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No

Gambar

Keterangan

Proses pembuatan Gel Agarose

Proses Elektroforesis




