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PCR Cabinet, Thermocycler 
(PCR Mechine) and  Real 

Time -PCR



Tujuan Perkuliahan 

• Mahasiswa dapat mengidentifikasi dan
mengetahui prinsip bekerjanya peralatan PCR :
PCR Cabinet, Mesin PCR dan Real time
PCR/qPCR

• Dapat Mengoperasikannya alat tersebut



Thermocycler (Mesin PCR)

 Thermocyclers, or thermal cyclers, are
instruments used to amplify DNA and RNA
samples by the polymerase chain reaction

 The thermocycler raises and
lowers the temperature of
the samples in a holding
block in discrete, pre-
programmed steps,
allowing for denaturation
and reannealing of samples
with various reagents



Thermocycler (Mesin PCR)

Amplified genetic material can be used

 Cloning
 Sequencing
 Expression analysis
 Food Phatogen detection, 
 And genotyping



Thermocycler (Mesin PCR)

Well Block

48 and  96 well block

Material : Peltier 



Thermocycler (Mesin PCR)

PCR reaction tubes

 Material Plastic polypropelene
 Volume : 200 ul
 DNAse and RNAse free
 Disposible



Mesin Thermal Cycler





Reaction of PCR



Amplifikasi DNA Target dalam
Genom Organisme



Prinsip PCR

• Merupakan metode untuk amplifikasi
potongan DNA secara in vitro pada daerah
spesifik yang dibatasi oleh dua buah primer 
oligonukleotida.

• Mampu memperbanyak sebuah urutan 105-
106 kali lipat dari jumlah nanogram dari DNA 
template.

• Proses ini mirip dengan proses replikasi DNA 
secara in vivo yang bersifat semi konservatif.



Prinsip PCR

• Pada setiap n siklus PCR sempurna akan diperoleh 2n 

DNA target.

Misal: DNA target (template) awal = 1 molekul, maka
setelah 30 siklus, DNA target akan berjumlah 230 

molekul = 1.073.741.824 molekul.

• Pada umumnya terdiri atas 3 tahap yaitu:

1. Denaturasi DNA (Denaturation)

2. Penempelan primer (Annealing)

3. Reaksi polimerisasi (Elongation)



Prinsip PCR



Tujuan PCR

• Amplifikasi fragmen DNA

• Isolasi fragmen DNA / gen

• Deteksi organisme/fragmen DNA/gen

• Kuantifikasi jumlah DNA/RNA

• Studi level ekspresi gen (Real time-PCR)



Komponen-Komponen PCR
• DNA Template

• Primer

• DNA Polimerase (Taq Polimerase)

• Deoxynucleoside triphosphates (dNTPs)

• Larutan buffer

• Kation divalen (misal: Mg2+)



a. DNA cetakan : molekul DNA yang akan direplikasi

b. Molekul deoksiribonukleotida : dATP, dTTP, dCTP, dan dGTP

c. DNA Polimerase : enzim yang mengkatalisis proses polimerisasi
nukleotida menjadi untaian DNA

d. DNA primase : enzim yang mengkatalisis sintesis primer untuk
memulai replikasi DNA

e. DNA helikase dan DNA girase : enzim yang membuka ikatan
untaian DNA induk & berperan dalam mencegah aktivitas
supercoiling.

f. Single Strand Binding Protein (SSB) : molekul protein yang 
menstabilkan untaian DNA yang sudah terbuka

g. DNA ligase : enzim yang menggabungkan fragmen-fragmen DNA 
(fragmen okazaki) 

Komponen-Komponen Penting dalam
Replikasi DNA



Komponen-Komponen Penting dalam
Replikasi DNA



Siklus PCR



Primer Untuk PCR





1. Denaturasi DNA

• Selama proses denaturasi, DNA untai ganda akan
membuka menjadi DNA untai tunggal.

• Suhu tinggi menyebabkan putusnya ikatan hidrogen
diantara 2 basa nitrogen yang komplemen.

• Tahap ini berlangsung sekitar 1-2 menit.

• Denaturasi biasanya dilakukan antara suhu 90-98 °C.







2. Penempelan Primer (Annealing)

• Pada tahap annealing, primer akan menuju daerah
spesifik yang komplemen dengan urutan primer.

• Ikatan hidrogen akan terbentuk antara primer dengan
urutan komplemen pada template selama 1-2 menit.

• Proses ini biasanya dilakukan pada suhu 45-60 °C.

• Selanjutnya, DNA polimerase akan berikatan sehingga
ikatan hidrogen tersebut akan menjadi sangat kuat dan
tidak akan putus kembali apabila dilakukan reaksi
polimerisasi selanjutnya, misalnya pada suhu 72 °C.





3. Reaksi Polimerisasi (Elongation)

• Reaksi polimerisasi terjadi pada suhu 72 °C.

• Primer yang telah menempel tadi akan mengalami
perpanjangan pada sisi 3’nya dengan penambahan
dNTP yang komplemen dengan template oleh DNA 
polimerase.

• Durasi tahap ini biasanya 1 menit.







Polymerase Chain Reaction 



PCR Cabinet

 Greater protection against contamination
from the ambient environment and cross-
contamination within the main chamber.

 High quality polyester pre-filter and main
HEPA filter with a typical efficiency of >99.99%
at 0.3 microns.

 Built-in UV lamp with timer to facilitate
decontamination between PCR cycles

Main Features



Why PCR Cabinet

it is essential to prevent possible contamination of
the PCR reaction.

Reagents should be prepared in the reagent
preparation area and transferred to the sample
preparation area through a pass box or inside
closed containers

The tubes should be transferred to the
amplification area, again through a pass box or in a
closed container
 Reagent temperature maintained in cold

conditions



Why PCR Cabinet

Reagent

Preparation

Sample

Preparation
Amplification



Component of PCR cabinet
 UV Decontamination Technology



Component of PCR cabinet

 HEPA-Filtered Laminar Airflow  



Component of PCR cabinet
 Pre-Filters

An additional disposable pre-filter traps large
particles in the inflow air prior to reaching the
main filter, protecting against damage and
prolonging filter life.



Component of PCR cabinet

 Control System



Component of PCR cabinet
 Blower

To provide and accommodate a large flow of air 
or gas to various processes



Macam-Macam PCR
1. Real Time PCR

2. RT-PCR

3. Nested PCR

4. Multiplex-PCR

5. dan lain-lain



Real Time PCR (qPCR)

• Teknik ini digunakan untuk mengamplifikasi sekaligus
kuantifikasi jumlah target molekul DNA hasil
amplifikasi tersebut.

• Cara kerja : DNA yang telah diamplifikasi dihitung
setelah diakumulasikan dalam reaksi secara real time 
sesudah setiap siklus amplifikasi selesai. Dengan ada 
probe yang berflorescense yang di tangkap oleh DNA 
–binding dye (SYBR green) ada suhu annealing. 



Real Time PCR (qPCR)



Real Time PCR
PCR Konvensional Real Time PCR

Sensitivitas rendah Sensitivitas tinggi

Presisi rendah Presisi tinggi

Tidak otomatis Otomatis

Hasil tidak dalam bentuk angka Data dikumpulkan dalam fase 
pertumbuhan eksponensial PCR

Ada tahapan setelah PCR Tidak ada tahapan setelah PCR

Deteksi keberadaan DNA dilakukan pada 
akhir reaksi 

Pengamatan dapat dilakukan saat reaksi 
berlangsung

Pengamatan keberadaan DNA hasil 
amplifikasi dilakukan di gel agarosa 
setelah dilakukan elektroforesis

Keberadaan DNA hasil amplifikasi dapat
diamati pada grafik yang muncul sebagai
hasil akumulasi fluoresensi dari probe 
(penanda)



RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR)

• Merupakan modifikasi dari PCR, dimana yang 
diamplifikasi berupa mRNA.

• Sampel yang digunakan bukan DNA melainkan RNA.

• Proses RT-PCR dibantu oleh enzim Reverse 
Transcriptase (dapat mensintesis DNA dengan
cetakan RNA).

• RT-PCR penting digunakan sebagai alat diagnostik
untuk mendeteksi dan menentukan serotipe virus, 
sebagai informasi untuk studi epidemiologi. 



RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR)

Tahapan:
– RNA diubah dulu jadi DNA oleh enzim reverse transcriptase, 

yg disebut komplemen DNA (cDNA).

– Sintesis cDNA dari perpasangan antar gugus basa U dan A, 
serta G dan C.

– Dari cDNA dilipatgandakan segmen DNA yang mirip urutan
basa nukleotidanya dengan RNA, hanya U diganti kembali ke
T.

– Terjadi proses annealing untuk memasangkan primer untuk
memperpanjang segmen cDNA.

– Setelah terbentuk segmen cDNA, baru kemudian masuk ke
proses PCR biasa. 



RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR)



Nested PCR

• Suatu teknik perbanyakan (replikasi) sampel DNA 
menggunakan enzim DNA polimerase yang 
menggunakan 2 pasang primer untuk
mengamplifikasi fragmen.

• Jika ada fragmen yang salah diamplifikasi, maka
kemungkinan bagian tersebut diamplifikasi untuk
kedua kalinya oleh primer yang kedua sangat
spesifik dalam melakukan amplifikasi.



Nested PCR

PCR Konvensional Nested PCR

Digunakan 1 pasang primer Digunakan 2 pasang primer, 
untuk meminimalkan 
kesalahan amplifikasi gen

Hasil fragmen DNA lebih
panjang

Hasil fragmen DNA lebih 
spesifik (lebih pendek)

Waktu reaksi lebih sebentar, 
karena hanya dilakukan 1 
kali reaksi PCR

Waktu reaksi lebih lama, 
karena dilakukan 2 kali 
reaksi PCR



Multiplex-PCR

• Merupakan beberapa set primer dalam campuran PCR 
tunggal untuk menghasilkan amplikon dari berbagai
ukuran yang spesifik untuk sekuens DNA yang berbeda.

• Dengan penargetan gen sekaligus, informasi dapat
diperoleh dari reaksi tunggal yang tidak membutuhkan
banyak reagen dan waktu.

• Temperatur annealing untuk masing-masing set primer 
harus dioptimalkan untuk bekerja dengan benar dalam
reaksi tunggal, dan ukuran amplikon.

• Panjangnya pasangan basa harus cukup berbeda untuk
membentuk pita yang berbeda ketika divisualisasikan
dengan elektroforesis gel.



Kontrol Kualitas PCR

• Kontrol positif : cetakan atau sel yang pasti
memberikan hasil positif (tabung berbeda)

• Kontrol negatif : tanpa cetakan atau sel (hasil
harus negatif)

• Kontrol internal : DNA yang pasti
memberikan hasil positif, dilakukan pada
tabung sampel






