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RINGKASAN EKSEKUTIF 

Pcndahuluan 
Difteri merupakan salah satu penyakit menular yang masih menjadi permasalahan 
global, termasuk Indonesia. Difteri dan diphtheria-like diseases disebabkan oleh 
Corynebacterium potensial toksigenik (C.diphtheriae, C. ulcerans, 
C.pseudotuberculosis). Rata-rata kematian kasus (CFR) difteri sekitar 10% dan 
meningkat sampai dengan 50% pada keadaan berat. Faktor kecepatan dan ketepatan 
diagnosis serta penatalaksanaan menjadi kunci utama untuk menurunkan CFR. Oleh 
karena itu alat bantu diagnosis yang cepat dan akurat sangat dibutuhkan. Penelitian 
bertujuan untuk mengembangkan alat bantu diagnosis difteri yang cepat dan akurat 
menggunakan PCR Multipleks. 

Metode 
Disain penelitian berupa studi eksperimen laboratorium menggunakan 44 sampel isolat 
bakteri dan jamur yang terdiri dari 23 isolat Corynebacterium potensial tcksigenik (22 
C01ynebacterium diphtheriae dan I Corynebacterium ulcerans), 4 isolat 
Corynebacterium spesies non toksigenik dan 17 isolat non-Corynebacterium. Semua 
sampel diperiksa menggunakan PCR Multipleks dengan 3 pasang primer yang 
mempunyai target gen dtxltox, dtxR dan l 6S rRNA untuk mendeteksi dan 
mengidentifikasi Corynebacterium potensial toksigenik penyebab difteri. Metode 
konvensional (gold standard) secara kultur, mikroskopik, tes biokimia dan tes 
toksigenisitas digunakan sebagai kontrol. 

Has ii 
Kesesuaian hasil pemeriksaan difteri terhadap isolat tersimpan (stock culture) antara 
PCR Multipleks dan metode konvensional mencapai 100%. PCR Multiplek 
membutuhkan waktu 5-8 jam, sementara metode konvensional mernbutuhkan waktu 48 
jam atau lebih. 

Kesimpulan 
PCR Multipleks merupakan salah satu metode yang dapat dikembangkan untuk 
mendeteksi sekaligus mengidentifikasi bakteri penyebab difteri sehingga bisa dipakai 
sebagai alat bantu diagnosis secara cepat dan akurat. 
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ABSTRAK 

Secara konvensional (gold standard), diagnosis difteri ditetapkan dengan 
pemeriksaan mikroskopik dan kultur bakteri yang diikuti dengan reaksi biokimia dan 
Jes/ Joksigenisitas. Bagaimanapun juga metode konvensional memerlukan waktu yang 
cukup lama (>48 jam) dan sangat dipengaruhi of eh riwayat pemberian antimikrobial. 
Di sisi lain keterlambatan pengobatan bisa meningkatkan angka kematian hingga 20 
kali lipat. Penelitian bertujuan untuk mengembangkan alat bantu diagnosis difteri yang 
cepat dan akural serta relat(f tidak terpengaruh pemberian antibiotik dengan 
menggunakan PCR Mui tipleks. 

Disain penelitian berupa studi eksperimen laboratorium menggunakan 44 
sampel isolat bakteri dan jamur yang terdiri dari 23 isolat Corynebacterium potensial 
toksigenik, 4 isolat Corynebacterium spesies non toksigenik dan 17 isolat non­
Corynebacterium. Semua sampel diperiksa menggunakan PCR Multipleks dengan 3 
pasang primer yang mempunyai target gen dtxltox, dtxR dan 16S rRNA untuk 
mendeteksi dan mengidentifikasi Corynebacterium potensial toksigenik penyebab 
d(fteri. Metode konvensional (gold standard) secara kultur, mikroskopik, tes biokimia 
dan tes toksigenisitas digunakan sebagai kontrol. 

Penelitian menunjukkan bahH1a kesesuaian hasil pemeriksaan difteri terhadap 
isolat tersimpan (stock culture) antara PCR Multipleks dengan metode konvensional 
mencapai 100%. PCR Multiplek memiliki kef ebihan karena lebih cepat mendapatkan 
hasil. Of eh karena itu disimpulkan bahwa PCR Mu/t;pleks merupakan salah satu 
metode yang dapat dikembangkan untuk mendeteksi sekaligus mengidentifikasi bakteri 
penyebab difteri sehingga bisa dipakai sebagai a/at bantu diagnosis secara cepat dan 
akurat. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

Hingga saat ini kasus difteri masih terus terjadi di berbagai daerah, bahkan 

cenderung mengalami peningkatan pada tahun-tahun terakhir. KLB difteri telah terjadi 

di beberapa daerah, seperti di Kabupaten Tasikmalaya tahun 2005 dan 2006 sebanyak 

55 kasus dan 15 diantaranya (27%) meninggal, di Cianjur Desember 2006, 1 kasus, di 

Garut Januari 2007 sebanyak 17 kasus, 2 diantaranya (1 1,8%) meninggal 1, dan di 

Padang November 2007 ditemukan 1 kasus.2 Peningkatan kasus difteri yang sangat 

menyolok terjadi di Jawa Timur. Pada tahun 2003 teridentifikasi 5 kasus positif. Tahun 

berikutnya (2004) meningkat 3 kali lipat menjadi 1 5  kasus ( 4 meninggal). Tahun 2005 

dan 2006 meningkat kembali sekitar 3 kali lipat menjadi 52 dan 44 kasus (8 meninggal). 

Pada tahun 2007 meningkat kembali 2 kali lipat menjadi 86 kasus dan 6 diantaranya 

meninggaJ. Selanjutnya pada tahun 2008 teridentifikasi 76 kasus, 12 diantaranya 

meninggal. Pada tahun 2009 kembali meningkat 2 kali lipat menjadi 140 kasus, 8 

diantaranya meninggal. Tahun berikutnya (2010) kembali meningkat 2 kali lipat 

menjadi 304 kasus dan 21 meninggal. Kasus kembali meningkat pada tahun 201 1 ,  

dimana dalam rentang Januari - Oktober 201 1 tdah teridentifikasi 333 kasus dan 1 1  
. 134 menmgga .· · 

Difteri merupakan penyakit infeksi akut yang umumnya menyerang saluran 

nafas atas,5 tapi beberapa kasus juga ditemukan di kulit serta beberapa organ lainnya.6 

Tanda khas pada saluran nafas berupa terbentuknya pseudomembran dan dilepaskannya 

eksotoksin yang sangat ganas. Penyakit ini mudah menular melalui udara dengan masa 

inkubasi antara 1 - 10 (tersering 2-5) hari.7 Tingkat kematian akibat difteri mencapai 3 
- 5%,5 bahkan lebih2•3 dari seluruh kasus yang umumnya terjadi karena gangguan 

saluran nafas dan kardiovaskuler. Penyakit ini biasanya menyerang anak-anak, tapi 

d 
. . 

d. d d 89 apat Juga te1Ja 1 pa a orang ewasa ... 

Difteri disebabkan oleh Corynebacterium diphtheriae yang merupakan bakteri 

gram positif, bersifat aerobe, tidak bergerak dan tidak membentuk spora. Bakteri ini 

berbentuk basil seperti palu (pembesaran pada salah satu ujung) dengan diameter 0,1 - 1 

µm dan panjang beberapa µm. Bakteri dapat dibedakan menjadi 4 subtipe, yaitu gravis, 

mitis, intermedius dan belfanti.8 Tipe gravis umumnya bersifat toksigenik dan 



mempunyai prognosis jelek, di mana angka kematian bisa mencapai 50%, sedangkan 

tipe belfanti merupakan tipe nontoksigenik. s,s Meskipun demikian, jenis toksigenik 

dapat berubah menjadi nontoksigenik dan juga sebaliknya. Hal ini dipengaruhi oleh 

insersi Corynephage yang membawa gen tox10 atau subkultur yang berulang di 

laboratorium, terutama oleh kadar Fe di media pertumbuhan.8 

Secara konvensional, diagnosis difteri ditetapkan dengan pemeriksaan 

mikroskopik dan kultur bakteri yang diikuti dengan reaksi biokimia dan test 

toksigenisitas. Gold standard untuk pemeriksaan toksigenisitas dengan cara Elek's test 

(in vitro) maupun Genue pig dan vero cell cytotoxigenicity (in vivo). Bagaimanapun 

juga metode konvensional memerlukan waktu yang cukup lama (>48 jam).11•12 Di sisi 

lain keterlambatan pengobatan bisa meningkatkan angka kematian hingga 20 kali lipat. 

Hal ini yang menjadi dilema l?ara dokter sehingga pada umumnya terapi difteri 

diberikan berdasarkan gambaran klinis penderita sambil menunggu hasil pemeriksaan 

Jaboratoriurn selesai.5'8 Lebih lanjut, metode konvensional juga sangat dipengaruhi oleh 

riwayat pemberian antimikrobial sehingga kurang cocok dilakukan pada sampel kontak 

yang telah mendapatkan profilaksis sebelumnya.13· 14 Oleh karena itu, diperlukan alat 

bantu dignosis yang cepat dan akurat serta relatif tidak terpengaruh oleh pemberian 

antimikrobial sehingga dapat mengurangi penyebaran penyakit dan menurunkan angka 

kematian. 

Salah satu metode pemeriksaan difteri yang cukup cepat dan relatif tidak 

terpengaruh oleh pemberian antimikrobial adalah teknik PCR (Polymerase Chain 
Reaction) dengan target gen tax region A dan B yang telah dikembangkan oleh Nakao, 

et al.15 Hasil uji coba pada direct specimen cukup baik, tapi beberapa kendala muncul 

kemudian karena tidak semua bakteri yang mempunyai gen tax akan mengekspresikan 

dan menghasilkan toksin secara fenotif. 16 Se lain itu bakteri yang tidak mempunyai gen 

tax tidak akan terdeteksi dengan pemeriksaan ini. Padahal, beberapa laporan terbaru 

menyebutkan bahwa Corynebacterium diphtheriae nontoksigenik juga dapat 

menyebabkan penyakit yang mematikan.17• 18 Bakteri jenis nontoksigenik juga dapat 

berubah menjadi toksigenik bila terinsersi oleh Corynephage yang membawa gen tox, 

seperti telah dikemukakan di awal.10 

Beberapa tahun kemudian Pimenta, et al. mengembangkan PCR Multipleks 

untuk pemeriksaan difteri dengan target gen tox atau dtx dan gen dtxR, Uji coba pada 
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isolat bakteri dari stock culture menunjukkan keistimewaannya dalam mendeteksi 

sekaligus membedakan secara simultan Corynebacterium diphtheriae tipe toksigenik 

maupun nontoksigenik.19 Meskipun demikian, pemeriksaan ini masih memiliki 

keterbatasan, dimana spesies Jain dari Corynebacterium (ulcerans dan 

pseudotuberculosis) tidak dapat terdeteksi. Kedua jenis bakteri tersebut dapat 

menyebabkan penyakit yang menyerupai difteri pada manusia, baik dari gambaran 

klinis maupun hasil pemeriksaan laboratoriumnya.20•21 Keterbatasan lain dari teknik 

yang telah dikembangkan ini adalah bahwa beberapa subtipe dari Cotynebacterium 

diphtheriae (gravis, mitis, intermedius dan belfanti) tidak bisa dibedakan satu sama 

Jain.19 

Penelitian ini mempakan upaya pengembangan pemeriksaan difteri untuk 

mclcngkapi kekurangan-kckurangan dari pcmcriksaan yang telah ada. Metode 

pemeriksaan akan di!akukan dengan teknik PCR Multipleks menggunakan 3-6 pasang 

primer dengan target gen dtx, dtxR, pld dan atau 16S rRNA .20-22 Gen tox berfungsi untuk 

mengkode produksi toksin sehingga dapat membedakan antara jenis toksigenik dan 

nontoksigenik, sedangkan gen dtxR dimiliki oleh semua jenis Corynebacterium 

diphtheriae (baik toksigenik maupun non toksigenik) sehingga dapat membedakan 

antara Corynebacterium diphtheriae dengan non-Corynebacterium diphtheriae. 

Sementara itu, C.ulcerans dan C.pseudotuberculosis memiliki gen pld dan 16S rRNA 

spesifik yang tidak dimiliki oleh Corynebacterium diphtheriae. Gen-gen tersebut (dtx, 

dtxR, pld dan atau 16S rRNA) akan dapat rnernbedakan antara Corynebacteriurn 

potensial toksigenik dan bukan, antara spesies diphtheriae dan bukan, dan antara 

toksigenik dan non-toksigenik 23 
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2.1. Difteri 

BAB II 

TINJAUAN PUST AKA 

Difteri adalah penyakit infeksi akut yang disebabkan oleh Corynebacterium 

diphtheriae, ditandai dengan terbentuknya eksudat berbentuk pseudomembran pada 

tempat infeksi dan diikuti oleh gejala umum akibat eksotoksin yang diproduksi bakteri 

penyebab. Penyakit ini mudah dan cepat menyebar melalui droplet dan kontak langsung 

dengan penderita atau karrier. Bakteri ditularkan langsung melalui batuk, bersin dan 

berbicara maupun secara tidak langsung melalui debu, baju, buku dan barang-barang 

yang terkontaminasi karena bakteri cukup resisten terhadap udara panas, dingin dan 

kering.4'24 Meskipun pernah ditemukan Corynebacterium diphtheriae pada kucing, tapi 

belum ada bukti difteri sebagai penyakit zoonosis.25 Pembahasan selengkapnya tentang 

Corynebacterium diphtheriae dan spesies lain dari Corynebacterium yang dapat 

menyebabkan penyakit menyerupai difteri dapat dilihat pada poin B. 

Kelompok risiko tinggi terserang difteri adalah anak-anak dan orang lanjut usia, 

tapi pada era vaksinasi seperti saat ini terjadi perubahan epidemiologi dimana difteri 

juga sering terjadi pada orang dewasa.2627 Terjadinya epidemi atau peningkatan kasus 

pada suatu daerah yang sudah lama bebas dari penyakit ini dapat ditimbulkan karena 

adanya penderita atau karier yang datang dari daerah endemik, penurunan cakupan 

imunisasi dan terjadinya perubahan virulensi bakteri.28·29 

Penyakit difteri timbul dimulai dengan masuknya bakteri penyebab ke dalam 

tubuh dan berkembang biak terutama pada mukosa saluran nafas atas untuk selanjutnya 

memproduksi eksotoksin yang disebut diphtheria toxin (DT). Toksin yang terbentuk 

akan diserap melalui membran mukosa, menimbulkan peradangan dan destruksi epitel 

menyebabkan terjadinya nekrosis. Pada daerah nekrosis terbentuk fibrin yang 

diinfilterasi leukosit. Hal ini menyebabkan terbentuknya patchy exudate yang pada 

permulaannya masih bisa mengelupas, tapi pada keadaan lanjut akan terbentukfibrous 

exudate (membran palsu). Membran ini sulit terlepas dan mudah berdarah. Membran 

palsu (pseudomembran) biasanya terbentuk pada tonsil, faring, laring, bahkan bisa 

meluas sarnpai dengan trakhea dan bronkus. Pseudomembran ini diikuti dengan edema 



jaringan mukosa dibawahnya. Inilah yang senng menyebabkan terjadinya obstruksi 

saluran nafas.4.IJJO 

Selanjutnya toksin akan memasuki peredaran darah dan menyebar ke seluruh 

tubuh, menyebabkan degenerasi dan nekrosis terutama pada jantung dan jaringan saraf 

karena pada sel jantung dan saraf terdapat banyak reseptor DT. Apabila mengenai 

jantung akan mengakibatkan terjadinya miokarditis dan payah jantung, sedangkan pada 

jaringan saraf akan menyebabkan polyneuropati. Kematian biasanya disebabkan gagal 

jantung dan gangguan pemafasan.4·30•31 

Mekanisme terjadinya kerusakan sel oleh toksin difteri sejak lama telah diteliti. 

Ikatan toksin dengan reseptor pada permukaan sel host menyebabkan proses yang 

disebut receptor-mediated endocytosis. Proses ini menyebabkan toksin masuk ke dalam 

lisosom dan terjadi translokasi catalytic (C) domain ke dalam sitosol. Catalytic domain 

akan menyebabkan inaktifasi protein seluler yang disebut elongation factor 2 (EF-2). 

Hal ini menyebabkan kegagalan sintesis protein dan pada akhirnya terjadi kematian 

sei.32,33,.34 Sekali masuk ke dalarn sel, tidak ada cara untuk menghentikan kerusakan sel 

yang diakibatkan oleh toksin karena anti bodi tidak mampu menetralisasi toksin yang 

telah berikatan dengan jaringan/sel. s,n 

Prognosis difteri tergantung pada virulensi bakteri, lokasi dan perluasan 

membran, status kekebalan, kecepatan mendapatkan pengobatan, dan perawatan. Difteri 

yang disebabkan biotipe gravis mempunyai prognosis paling jelek dan bila terjadi 

bullneck diphtheria, angka kernatian bisa mencapai 50%. Berdasarkan lokasi yang 

terkena, difteri laring lebih cepat menyebabkan obstruksi jalan nafas sehingga resiko 

kematian lebih tinggi. Selain itu, faktor lain yang sangat menentukan adalah kecepatan 

dan ketepatan menegakkan diagnosis sehingga pasien bisa segera rnendapatkan 

pengobatan secara tepat. Keterlambatan pengobatan dapat meningkatkan angka 

kematian hingga 20 kali lipat karena seperti telah disampaikan di awal bahwa antitoksin 

hanya dapat rnenetralisir toksin yang belurn berikatan dengan jaringan atau belum 

masuk ke dalarn sel.4,22, 

Kematian kasus (CFR: case fatality rate) akibat difteri masih cukup tinggi, yaitu 

sekitar 3-10%. Sernentara di Indonesia berdasarkan laporan kasus difteri beberapa tahun 

terakhir menunjukkan bahwa CFR akibat difteri berkisar antara 5,6% sampai dengan 

27%. 1,2.24 
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2.2. Corynebacterium Potensial Toksigenik (C.diphtlzeriae, C.ulcerans dan 

C.pse11dotuberc ulos is) 

Corynebacterium diphtheriae adalah spes1es utarna penyebab penyakit pada 

manusia dari genus Corynebacterium. C.diphtheriae merupakan agen penyebab difteri, 

dimana manusia hanya sebagai host dan tidak diketahui environmental reservoir-nya 

Dinding sel Corynebacterium mengandung meso-diaminopimelic acid dan short-chain 

mycolic acid dengan 22-36 atom karbon. Palmitic, oleic, dan stearic acid merupakan 

asam lemak seluler utama pada bakteri ini. Komposisi G+C pada DNA 

Corynebacterium meliputi 46% sarnpai dengan 74%. Corynebacterium diphheriae 

adalah kuman gram positif, tersusun berpasangan, tidak bergerak, tidak membentuk 

spora, aerobik, dan dapat memproduksi eksotoksin. Bentuknya seperti palu (pembesaran 

pada salah satu atau kedua uj ung), diameter 0, 1 - 1  µm dan panjangnya beberapa 
22.JS.36.37.38 µm. 

Bakteri ini hanya tumbuh pada medium tertentu, seperti Loeffler, telluride atau 

Tinsdale serta memfermentasi glukosa. Pada medium Loeffler, bakteri tumbuh dengan 

cepat membentuk koloni kecil-kecil, bergranular dan berwarna abu-abu. Pada medium 

Telluride, bakteri tumbuh lebih larnbat dan membentuk koloni berwama abu-abu 

kehitaman karena mereduksi telluride. Tapi, ini bukan tanda khas karena bakteri lain 

(Staphilococcus dan Streptococcus) juga demikian. Ketika ditumbuhkan di medium 

yang dikembangkan oleh Tinsdale dan dimodifikasi oleh Moore and Parsons, 

C.diphtheriae (juga C.ulcerans dan C.pseudotuberculosis) memproduksi halo disekitar 

koloni kehitaman, dimana ini jarang terjadi pada Streptococcus dan Staphilococcus. 

Halo coklat dihasilkan dari H2S yang diproduksi oleh aksi cysteinase pada L-cystine dan 

potassium tellmide yang direduksi untuk metallic tellurium. Pembentukan halo juga 

tergantung pada pengasaman medium oleh bakteri. Garnbaran lain dari C.diphtheriae, 

C. ulcerans dan C.pseudotuberculosis dibandingkan Corynebacterium lain yang diisolasi 

dari manusia adalah penghambatan pirazimidase.4·22·36•38 

Ada 4 biotipe C.diphtheriae, yaitu: gravis, mitis, intermedius dan belfanti. 

Chang et al. membedakannya berdasarkan kultur dan reaksi biokirnia. Jenis gravis 

menghasilkan koloni besar, kasar, irreguler, warna abu-abu, dan tidak menimbulkan 

hemolisis eritrosit. Jenis mitis mempunyai koloni kecil, halus, konveks dan dapat 



menimbulkan hemolisis eritrosit. Jenis intermedius mempunyai koloni kecil, halus, 

mempunyai bintik hitam di tengahnya dan menimbulkan hemolisis eritrosit. 8·22·38 

C.diphtheriae Juga dibedakan berdasarkan sifat toksigenisitas atau 

kemampuannya dalam memproduksi toksin. Jenis bakteri yang mampu memproduksi 

toksin disebut strain toksigenik, sementara yang tidak memproduksi toksin disebut 

strain non-toksigenik. Manifestasi klinik difteri dihubungkan dengan keberadaan strain 

t0ksigenik. Meskipun demikian, sifat toksigenisitas ini bisa berubah karena pengaruh 

bakteriofag atau subkultur berulang di laboratorium. Ketika dilisogenik bakteriofag, 

bakteri non-toksigenik akan berubah menjadi toksigenik dan virulen. Strain toksigenik 

mungkin juga akan berubah menjadi non-toksigenik setelah dilakukan subkultur 

berulang di laboratoriurn. Oleh karena itu, keberadaan strain non-toksigenik ini perlu 

mendapatkan perhatian dalarn upaya pemberantasan difteri:1·3.J7.:is 

Strain non-toksigenik juga telah diketahui menycbabkan penyakit lokal dan 

kadang-kadang infeksi sistemik. Strain non-toksigenik biotipe gravis pernah dilaporkan 

sebagai penyebab outbreak pada boy's residential school tahun 1975. Organisrne ini 

diisolasi pada 7 dari 19 anak. Strain non-toksigenik sering diisolasi dari kasus 

pharingitis. Baru-baru ini terdapat laporan yang menghubungkan strain non-toksigenik 

dengan endocarditis dan sepsis. Bagaimanapun juga, rnasih sangat sedikit pengetahuan 

tentang patogenisitas strain non-toksigenik. Organisme diperkirakan menyerang endotel 

pembuluh darah.1 7'1 8.22 

Corynebacterium (non) diphtheriae yang dapat menyebabkan penyakit mirip 

difteri (diphtheria-like disease) pada rnanusia adalah Corynebacterium ulcerans dan 

Corynebacterium pseudotuberculosis. Kedua bakteri tersebut merupakan patogen pada 

binatang/ternak, tapi beberapa laporan rnenghubungkannya dengan kasus diphtheria-

1
.
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Corynebacterium ulcerans pertama kali diisolasi tahun 1926 dari lesi tenggorok 

oleh Gilbert and Stewart. Koloni serupa dengan C.diphtheriae biotipe gravis, dirnana 

bakteri ini bersifat mengkilat dan kehitaman, dengan hemolysis jelas, diameter 1-2 mm 

pada inkubasi 24 jam. Pada medium Tinsdale, bakteri menghasilkan koloni hitam 

dengan halo di sekitarnya. Pada test biokirnia bersifat urease positif, nitrat negative dan 

rnemfermentasi glukosa, maltosa serta glikogen. Kernampuannya menghidrolisis urea 

dan kurang mereduksi nitrat membedakannya dari C.diphtheriae.22,38 



Bakteri ini ketika dilisogenik oleh bakteriofag yang membawa gen tox akan 

memproduksi 2 eksotoksin. Pertama, serupa dengan toksin difteri (DT) dan dapat 

dinetralisasi antitoksin difteri serta dapat dideteksi dengan Elek's test. Kedua, identik 

dengan toksin C.pseudotuberculosis, yaitu pld yang tidak bisa dinetralkan oleh 

antitoksin difteri. Bakteri ini merupakan patogen pada ternak/binatang dan 

menyebabkan mastitis pada sapi dan ternak lain. Strain toksigenik dihubungkan dengan 
, 

penyakit yang menyerupai difteri klasik dengan gejala yang lebih ringan. Minimal 3 

kematian telah terjadi akibat bakteri ini. Biasanya infeksi pada manusia didapat dari 

kontak dengan binatang atau mengkonsumsi produk.'1ya yang tidak dipasteurisasi. 22·38•43 

Corynebacterium pseudotuberculosis yang sebelumnya dikenal dengan C.ovis 

pertama kali diisolasi tahun 1 890 dari ginjal domba yang nekrotik. Koloni berwama 

putih kekuningan, opag dan convex dengan permukaan kusut, berdiameter 1-2 mm 

setelah inkubasi 48 jam serta menghasilkan hemolysis. Seperti C. ulcerans bakteri ini 

juga urease positf dan memproduksi halo pada medium Tinsdale se1ia gaga! 

menghidrolisis pyrazinamidase. Tes biokimia yang paling membedakannya dengan 

C. ulcerans adalah bahwa C. ulcerans menghidrolisis glikogen sedangkan 

C. pseudotuberculosis distimulasi Jipid. 22,38 

C. pseuJotuberculosis memproduksi dermonecrotic toxin atau pld yang 

merupakan faktor virulensi bagi C.pseudotuberculosis. Pld merupakan protein yang 

lebih kecil dari DT (14.000 dalton). Lebih dari 10% isolat C.pseudotuberculosis juga 

memproduksi diphtheria toxin (DT). Bakteri ini menyebabkan limfadenitis pada 

kambing dan domba, limfangitis ulseratif pada kuda dan lesi serta abses kulit pada 

binatang lain. Infeksi pada manusia dilaporkan pada pekerja di petemakan yang 

terekspose binatang terinfeksi, biasanya bermanifestasi sebagai limfadenitis. 22·'14 

2.3. Diphtheria Toxin 

Faktor utama yang mempengaruhi virulensi bakteri adalah toksin difteri (DT), 

penyebab komplikasi sisternik yang terlihat pada difteri. Produksi toksin difteri dikode 

seperangkat gen yang disebut gen diphtheria toxin (dtx/tox). Gen tox dibawa oleh 

bakteriofag yang berintegrasi dalam kromosom strain non-toksigenik dan non-virulen 

sehingga menjadi virulen dan sangat toksigenik. DT hanya diproduksi oleh strain yang 

terinfeksi secara lisogenik oleh bakteriofag. Beberapa perbedaan tipe Lysogenic 
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Corynephage yang telah dikenal antara lain /J-tox, y-tox, dan w-tox. Beberapa phage 
. i· .k c l d c d b l . 49 '0 ' 1 JUga mampu me isogeni .u cerans an .pseu otu ercu os1s. ·· ·· 

Toksin difteri disintesis sebagai single polypeptide chain dengan berat molekul 

sekitar 62.000 dalton. Setelah disekresi, beberapa bagian dirusak oleh enzim proteoJitik 

yang dihasilkan oleh sel bakteri. Toksin difteri mudah dipecah dengan enzirn protease 

menjadi 2 fragmen. Fragmen A merupakan bagian aktif toksin yang berhubungan 

dengan efek !eta! atau tanda dan gejala penyakit, sedangkan fragmen B merupakan 

bagian yang berikatan dengan permukaan sel host. Kedua fragmen dihubw1gkan dengan 

ikatan single disulfide. 52·53'54 

Studi struktur 3 dimensi menunjukkan bahwa toksin dibagi menjadi beberapa 

domain: 

Amino-terminal C (cataly1ic) domain, bertanggungjav.1ab terhadap ribosilasi ADP 

elongation factor 2 (EF2) yang mernblok sintesis protein. 

Transmembran atau translocation (T) domain, mengandung 9 al fa heliks (TH l ­

TH9) yang bertanggungjawab terhadap insersi ke dalam membran pada tingkat 

keasaman, formasi channel dan translokasi C-domain menyeberang endosomal 

membrane untuk mencapai sitosol. 

Carboxyl-terminal R-domain, bertanggungjawab terhadap ikatan DT terhadap 

heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF), yaitu prekursor yang berfungsi 

sebagai DT reseptor pada sel yang peka. 

HB-EGF receptor adalah protein pada permukaan banyak tipe sel. Distribusi HB-EGF 

receptor pada sel menentukan kepekaan spesies binatang dan sel terhadap DT. Reseptor 

ini banyak ditemukan pada permukaan sel jantung dan saraf sehingga pada keadaan 

berat akan terjadi kegagalanjantung dan kerusakan saraf.8·2254 

Pada keadaan absen fragmen B, fragmen A adalah non toksik karena tidak dapat 

menyeberangi membran plasma untuk menjangkau sitoplasma. Telah didemonstrasikan 

secara invitro bahwa molekul tunggal fragmen A pada sitoplasma cukup untuk 

membunuh 1 sel eukariot. Minimal letal doss terhadap manusia dan hewan di bawah 0, 1 

mikrogram/kg berat bad an. 55•56 

Produksi DT oleh strain toksigenik dipengaruhi oleh komposisi media 

pertUil1buhan. Penelitian terdahulu telah membuktikan bahwa DT diproduksi secara 

optimal pada kondisi kekurangan besi dan produksi terhambat pada kadar besi tinggi. 
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Penelitian tentang regulasi produksi DT dimulai tahun 1 970-an. Pada tahun 1974 

Murpy, dkk melaporkan bahwa tox dari }3-Corynephage mempengaruhi sintesis DT dan 

protein yang dikode phage lain dan bahwa penambahan ekstrak Cdiphtheriae 

menghambat sintesis DT. Sehingga ada hipotesis bahwa Cdiphtheriae mengandung 

faktor yang berfungsi sebagai kontrol negatif. 57•58·59 

Pada tahun 1989 ditemukan bukti bahwa sebuah DT repressor dikode 

kromosom. Peneliti mengobservasi bahwa protein pada ekstrak kasar Cdiphtheriae 

yang tumbuh pada keadaan besi tinggi dapat mengikat secara spesifik tox operator dan 

mencegah DN-ase I digestion. Pada 1992 Krafft, dkk menunjukkan bahwa sebuah iron­

dependent repressor yang menghambat transkripsi gen lox oleh B-corynephage pada 

keadaan besi tinggi, dikode oleh C diphtheriae genom (gen dtxR). 5758·59 

DtxR 

........ ,;:c- �- Diphtheria toxin gene 

No toxin 

,, ... 6 � 
Iron #i#i*fo#W{}J.$. 1¥ffi#iildl§§'¥i#k§4$' up 

DtxR 

�� ¥. Low iron in body 

Toxin 

/ 
---1 dll'Mi'hii 44 ---

Diphtheria toxin gene 

C lnfobase Publishing 

Gambar 1. 

Repressi toksin difteri oleh gen dtxR atas pengaruh Iron (Fe) 

0 

Gen dtxR diklon oleh Boyd, dkk pada tahun 1990 dan Schamitt & Holmes 1991. 

analisis DNA sequens mengindikasikan bahwa gen dtxR dikode polypeptida yang 

mengandung 226 asam amino. Masing-masing dtxR monomer mempunyai 3 domain. 

Domain 1 (residu 1-73) terletak pada amino terminal dan dibutuhkan untuk mengikat 
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DNA. Domain 2 (residu 74-144) bertainggungjawab untuk dimeriasi dan memiliki 2 

metal-binding site. Domain 3 terletak pada carboxyl terminal. Domain 3 tidak terpecah 

dalam struktur 3 dimensi dtxR dan fungsinya belum diketahui. 57.sR.59 

2.4.Pemeriksaan Laboratorium Difteri 

Spesimen Klinis 

Diagnosis dan investigasi I Screening . . .... .. 
kasus dan kontak 

� 
Y,, tell uride plate Telluride plate + blood 
(1 8-48 jam plate ( 1 8-48 jam) 

' 
Black colonies Lab. Rujukan 
gram-positive rods 

. 

I Urease (4 jam) I. . Bood agar (pure Culture) 
... .. 

i 

l i 
Pirazinamidase ( 4 jam) Cysteinase ( 4 jam: Toksigenicity test Biotyping 

- Elek (24-48 jam) 
- EIA (3 jam) 
- ICS (4 jam) 
- PCR (5 jam) 

Gambar 2. 

Skema Alur Pemeriksaan Laboratorium Difteri 

1 1  



2.4.1. Pengambilan dan Pengiriman Spesimen 

Kultur mikrobiologi penting untuk konfirmasi difteri. Dalam hal ini, spesimen 

harus segera diambil ketika pasien dicurigai menderita difteri. Multispesimen yang 

berasal dari hidung, telinga, tenggorok, dan nasofaring dibutuhkan untuk meningkatkan 

ketepatan hasil. Jika memungkinkan, swab seharusnya diambil dari bawah membran, 

tempat bakteri berkumpul. Pada difteri kulit, swab diambil dari lesi kulit. Beberapa 

materi krusta seharusnya dibuang terlebih dahulu dan usap diambil dari dasar Iuka. 

Materi membran yang dibuang juga rnernungkinkan untuk diperiksa secara kultur dan 

mikroskopik. Pada kasus endocarditis, kultur darah penting dilakukan untuk skreening 

difteri. Swab hidung dan tenggorok seharusnya juga diambil dari sarnpel kontak. Hasil 

pemeriksaan terhadap sarnpel kontak dapat digunakan untuk konfirmasi kasus jika basil 

perneriksaan terhadap penderita negatif.22·60 

Spesimen yang didapat harus segera dikirim ke laboratorium dan jika spesimen 

tidak bisa segera dikirim ke laboratorium maka harus digunakan media transportasi 

seperti Amies atau Loefler serum. Jika waktu transportasi lebih dari 24 jam, spesimen 

seharusnya disimpan dalam kemasan khusus yang mengandung pengering seperti silica 

gel. Seluruh isolat Corynebacteria toksigenik (C. diphtheriae, C. ulcerans dan 

C.pseudotuberculosis) seharusnya dikirim ke laboratorium rujukan untuk konfirrnasi 

hasil dan pemeriksaan lebih lanjut.22,6 1  

2.4.2. Processing dan Staining 

Di laboratorium, swab diinokulasi pada agar darah, Loeffler serum dan CTBA. 

Jika fasilitas kultur tidak memadai, swab distreak ke dalam Loeffler serum atau Amies 

sebagai media transport. Swab yang lain distreak ke dalam slide dan dibuat hapusan 

tipis. Pada semua kasus, dilakukan pewarnaan Gram. Jika dengan pewarnaan Gram 

menunjukkan gambaran seperti C.diphtheriae, dilanjutkan dengan pewamaan Albert. 

Jika sampel positif difteri, dengan pewarnaan Gram akan tampak basil gram (+), 

pembesaran pada salah satu atau kedua ujung, dan lurus atau sedikit melengkung. 

Sementara itu dengan pewamaan Albert akan tampak me/achromatic granuls. Hal ini 

yang membedakannya dari Corynebacteria lain (basil diphtheroid). Pewamaan 

dilakukan sebelurn kultur ( dari swab) dan setelah kultur dari koloni tersangka. Tapi 

perneriksaan rnikroskopik secara langsung dari spesimen klinis tidak dianjurkan untuk 

menentukan diagnosis karena rawan terjadi negatif dan positif palsu.22•60•61 •62 
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2.4.3. Kultur dan Isolasi 

Idealnya, spesimen langsung ditanam ke dalam media kultur. Kultur spesimen 

dianjurkan menggunakan Blood Agar + telluride dan diinkubasi pada suhu 35-37°C 

selama 24 sampai dengan 48 jam. Telluride mengandung media yang menekan 

pertumbuhan bakteri komensal dan memungkinkan C.diphtheriae tumbuh, juga 

corynebacteria lainnya serta stafilokokus dan jamur. C.diphtheriae akan menghasilkan 

koloni berwama hitam. 12•2vii 

C. diphtheriae juga tumbuh dengan cepat pada medium Loeffler yang kaya lipid. 

Pewarnaan gram dari koloni yang tumbuh pada medium Loeffler menunjukkan 

met achromatic granule terbaik. Selain itu, C.diphtheriae dan C. ulcerans juga tumbuh 

pada medium pertumbuhan standard seperti blood agar dan coco/ate agar. Beberapa 

laboratorium kadang-kadang menggunakan medium Tinsdale untuk kultur primer, tapi 

medium ini sangat selektif sehingga meningkatkan kemungkinan negatif palsu terutama 

jika spesimen mengandung sejumlah kecil bakteri . Bagaimanapun juga, medium 

Tinsdale mengandung cysteinase yang ideal untuk identifikasi presumptif 

Corynebacteria. Pada medium Tinsdale tiga spesies yang berpotensi toksigenik 

(C.diphtheriae, C. ulcerans, C.pseudotuberculosis) menghasilkan koloni hi tam yang 

dikelilingi halo coklat. Sela.in dengan cysteinase, spesies corynebacteria yang berpotensi 

toksigenik ditandai dengan tidak adanya aktivitas pyrazinamidase. 12•22·80 

Tabel 1. ldentifikasi Corynebacteria berdasarkan reaksi biokimia 

Spesies Pirazina· Cystein· Nitrat Urea Fermentasi 

midase ase glukosa maltosa sukrosa 

C.diphtheriae (gravis) + + + + 

C.diphtheriae (mitts) + + + + 

C. diphtheriae + + + + 

(intermedius) 

C. diphtheriae (belfanti) + + + 

C.ulcerans + + + + 

C.pseudotuberculosis + + + + 

Corynebacterium lain + +!- +/- +/- +/- +/- +/-

(spesies non-toksigenik) 

starch 

+ 

+ 

+ 



Setelah diisolasi, bakteri diidentifikasi menggunakan tes biokimia. Karakteristik 

biokimia dapat membedakan C. diphtheriae ( 4 subtipe ), C. ulcerans dan 

C.pseudotuberculosis serta Corynebacteria lain yang mungkin ada di tenggorok. Dalam 

hal ini, sediaan komersial seperti "API Coryne" dan "Rosco diagnostica" memiliki 

keakuratan yang tinggi. 11 . 1222 

Selain berdasarkan reaksi biokimia, 4 subtipe C.diphtheriae dibedakan menurut 

morfologi koloninya. 

Tabel 2. ldentifikasi Corynebacterium diplztheriae bcrdasarkan morfologi koloni 

Biotipe Morfologi Koloni 

gravis Kering, abu-abu kusam, opaq, diameter 1 ,5-2 mm, rapuh, mudah 

pecah menjadi serpihan kecil bila distreake, biasanya nonhemolitik. 

mi tis Abu-abu, opaq, diameter 1 ,5-2 mm, ukuran bervariasi, 

menghambat zona hemolitik agar darah. 

intermedius Kecil-kecil, abu-abu, diameter 0,5-1 mm. 

2.4.4. Tes Toksigenisitas 

Tes toksigenisitas penting untuk diagnostik difteri secara mikrobiologik. Tes 

toksigenisitas secara in-vivo menggunakan binatang guinea pig merupakan gold 

standard .. Tapi, resiko kecelakaan dan lamanya mendapatkan hasil membuat tes ini 

kurang disukai. Belurn lagi adanya pihak-pihak tertentu yang menolak/memprotes 

digunakannya binatang untuk kegiatan penelitian. Sebagai altematif adalah pemeriksaan 

secara in-vitro menggunakan Vero cell yang didasarkan pada sitotoksisitas Vero cell 

teradap toksin difteri. Pemeriksaan lain untuk tes toksigenisitas adalah Elek test 

menggunakan prinsip irnunodifusi yang dipublikasikan oleh Elek tahun 1949. 

Pemeriksaan ini memiliki keterbatasan karena mernerlukan keahlian khusus dan 

mernbutuhkan waktu hingga 48 jam. Engler, dkk telah mengembangkan modifikasi Elek 

test yang dipublikasikan tahun 1997. Modifikasi ini dapat menyingkat waktu 

pemeriksaan sehingga hasil terbaca dalam 16-24 jam. Metode in-vitro lain yang 

digunakan antara lain PCR, enzyme immunoassay (EIA) dan irnmunochrornatographic 

strip (ICS). 12.39.6J,64 
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Diantara semua metode yang ada, PCR banyak dipilih karena cepat, simpel dan 

mudah diinterpretasi. Meskipun demikian PCR mempunyai beberapa keterbatasan 

diantaranya bahwa tidak semua bakteri yang memiliki gen tox akan menghasilkan 

toksin. Begitu juga dengan C. ulcerans dan C.pseudotuberculosis tidak terdeteksi 

dengan PCR untuk difteri. Dal am ha! ini C. ulcerans dan C.pseudotuberculosis yang 

diisolasi dari pasien suspek difteri harus diperiksa toksigenisitasnya. 16• 19•65 

2.4.5. Tes Suseptibilitas 

Belum ada petunjuk khusus untuk melakukan tes kepekaan terhadap antibiotik 

untuk Corynebacteria potensial toksigenik. Tidak ada ketentuan medium pertumbuhan 

apa yang seharusnya digunakan untuk teknik agar dilusi. K.riteria interpretasi seperti 

yang direkomendasikan untuk spesies Gram positif seperti Streptococcus dan 

Staphylococcus. Biasanya mereka peka terhadap golongan penicillin dan macrolide. 

Tapi perkembangan terkini menunjukkan adanya peningkatan resistensi terhadap 2 jenis 

obat tersebut. 22-36 

2.4.6. Tes Serologi 

Tes serologi dilakukan dengan beberapa alasan, diantaranya membantu 

diagnosis klinis, pengukuran imunitas individu atau populasi dan investigasi respon 

imun pada individu tertentu. Pengukuran antibodi serum terhadap toksin difteri pada 

suspek kasus sebelum pemberian antitoksin mungkin akan membantu menegakkan 

diagnosis khususnya bila hasil kultur negatif. Jika kadar antibodi rendah, tidak bisa 

mengeliminasi diagnosis dan jika kadar antibodi tinggi seharusnya serangan difteri t idak 

akan menjadi infeksi sistemik.12•22•66 

Beberapa teknik untuk memeriksa kadar antibodi diantaranya in-vivo toxin 

neutralisation test sebagai gold standard. Tes alternatif menggunakan kultur sel. 

Sementara itu ELISA dan passive haemagglutination test memiliki kelebihan karena 

cepat dan mudah dilakukan, tapi kurang reliabel. Kedua test tersebut kurang sensitif 

dalam mendeteksi kadar antibodi < 0, 1 IU/mL sehingga memberikan hasil negatif palsu. 

Hasil positif palsu juga mungkin terjadi bila terjadi ikatan non-neutralization antibody. 

ELISA biasanya digunakan untuk preeliminary screening yang akan <lites ulang dengan 

kultur atau in-vivo neutralization jika titer antibodi < 0, 1 IU/mL. Selain itu ada juga 

laporan bahwa ELISA tidak reliabel meskipun kadar antibodi > 0,1 IU/mL.12•22 
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2.4.7. Pemeriksaan Khusus: Molecular Typing 

Keterbatasan motode fonotipik mempengaruhi pengembangan molecular typing 

C.diphtheriae. Tahun 1983 Pappenheimer and Murphy menunjukkan potensi molecular 

typing C.diphtheriae dengan RFLP dengan perbedaan Probe untuk membedakan area 

gen toksin. Pada 1987 Rappouli menggunakan insersi eleven C. diphtheriae sebagai 

Probe untuk mengkarakterisasi strain Swedia dari outbreak pada alkoholik. Tahun 1989 

Coyle, dkk melakukan studi molecular epidemiolo1:,ry terhadap 3 biotipe C.diphlheiae 

dengan RFLP. 10· 1 2·22 
Selain RFLP, beberapa metode yang telah dikembangkan untuk Molecular 

Typing diantaranya ribotyping, pulsed field gel electrophoresis (PFGE), PCR typing, 

single stranded confirmational polymorphisms (SSCP) dan amplified fragment length 

polymorphisms (AFLP). Diantara berbagai metode tersebut ribotyping telah diterima 

sebagai gold standard. "Dipldent" database tentang pola molecular typing 

C.diphtheriae telah disepakati diantara anggota European Laboratory Working Group 

on Diphtheria (EL WGD) untuk investigasi epidemiologi molekuler. Central database 

berada di Institute Pasteur Paris dan Sub-database berada di UK. Database berisi hasil 

pemeriksaan dari sedikitnya 600 isolat C.diphtheriae dari seluruh dunia. Database ini 

memungkinkan untuk digunakan dalam identifikasi heterogenisitas dan homogenisitas 

C. diphtheriae dari seluruh dunia. 22•67•68·69 

2.5.Multiplex PCR 
Multiplex PCR adalah varian PCR yang secara simultan mengamplifikasi 2 atau 

lebih lokus dalam satu reaksi. Multiplex PCR merupakan modifikasi PCR untuk 

mendeteksi delesi atau duplikasi pada large gene secara cepat. Hal ini dilakukan dengan 

cara mengamplifakasi sampel DNA menggunakan multipel primer dan sebuah 

temperature-mediated DNA polymerase pada sebuah thermal cycler. Multiplex PCR 

mengandung multipel primer yang diset dalam sebuah single PCR mixture untuk 

menghasilkan amplikon yang bervariasi ukurannya dan spesifik untuk sequense DNA 

yang berbeda. Karena mempunyai target multipel gen dengan sekali reaksi, informasi 

tambahan mungkin bisa didapatkan dari single test yang akan membutuhkan beberapa 

reagen dan tambahan waktu. Annealing temperature untuk masing-masing primer juga 

harus dioptimasi dengan single reaction agar dapat bekerja dengan baik. Selain itu 



perbedaan ukuran amplikon hams cukup untuk divisualisasi dengan gel 

electrophorsis .70'7 1 •72 

Multiplex PCR telah digunakan untuk mendeteksi virus, bakteri serta agen 

penyebab penyakit infeksi Jain dengan sekali reaksi sehingga dapat menghemat biaya. 

Pada awalnya multiplex PCR mempunyai banyak hambatan yang dapat mempengaruhi 

sensitifitas dan spesifitas pemeriksaan, tapi saat ini telah dikembangkan protokol 

sistematik dan teknik yang simpel untuk mengatasinya. Pada umumnya dilakukan 

dengan pemilihan primer dan penggunaan hot start-based PCR. 70·7 1.72 

Saat ini ada beberapa altematif metode multiplek PCR. Metode multiplex yang 

paling tua adalah dengan menggunakan beberapa primer untuk target yang berbeda 

yang menghasilkan beberapa amplikon yang dapat dibedakan dengan gel 

electrophoresis. Metode ini dapat menggunakan single PCR atau nested PCR agar lebih 

sensitive. Keuntungaimnya adalah metode ini kurang peka pada variasi sequense 

dibandingkan menggunakan real time PCR, namun demikian tetap lebih membutuhkan 

usaha intensif dan mengandalkan interpretasi subjektif pada hasil gel electrophoresis 

Teknologi yang terbaru adalah PCR clengan menggunakan capillary 

elecrophoresis. 70·7 1 '72 

Teknologi Real Time saat ini juga dapat digunakan untuk hal-hal yang umum 

dan dapat dimanfaatkan pula untuk multiplex PCR dengan menggunakan probe yang 

telah di label dengan florophore yang dapat di deteksi pada panjang gelombang yang 

berbecla. Namun walaupun Thermocycler pada real time PCR dapat mendeteksi 6 

(enam) pilihan panjang gelombang yang berbeda, kebanyakan teknisi kesulitan untuk 

untuk merancang multiplex yang memuaskan jika menggunakan lebih dari 3 jenis label 

probe yang berbeda pada pemeriksaan. Tentu saja masih memungkinkan menggunakan 

multiplex assay dengan primer yang banyak melebihi triplex Real Time PCR. Tapi, hal 

ini dapat menyebabkan munculnya resiko kontaminasi silang pada laboratorium, salah 

satu suatu bahaya pada nested PCR. Hal ini dapat dikurangi dengan membatasi siklus 

proses awal PCR pada multiplex menjadi 10-20 siklus, prinsip ini digunakan oleh 

Stanley dan Swezuk pada prosedur tandem assay mereka. 7o.71.72 

Teknologi Luminex beads mampu mendeteksi 100 target dalam sekali 

pemeriksaan namun secara praktek sebaiknya dipertimbangkan menggunakan 30 target. 

Metode ini menggunakan generic PCR dengan beberapa primer yang di label dengan 
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biotin. Produk multipleks dihibridisasi dengan beads Luminex yang membawa probe 

yang spesifik terhadap multiple target. Bead tersebut dapat mengidentifikasi 

karakteristik (uniquilly) sampai 100 jenis tipe beads yang masing-masing terdiri dari 

jumlah dan bahan fluorescence yang berbeda kemudian diidentifikasi oleh Luminex. 

Avidin yang di label sebagai fluorescence digunakan kemudian dibilas untuk 
menghilangkan bahan fluorescens tersebut sebelum beads diproses dalam flow 

cytometer. 70'71,72 

Pendekatan multiplex yang terbaru dan masih as111g (novel) disarankan 

menggunakan Mass taq PCR. Target dalam jumlah banyak dapat di deteksi dlengan 

teknologi microarray DNA tapi sensitifitasnya terbatas tergantung pada material target 

yang digunakan jika dibandingkan dengn PCR biasa. Teknologi array cukup mahal 

namun sangat berguna untuk mendeteksi factor virnlensi dan gene yang berperan pada 

resistensi antibiotic pada kultur bakteri dengan kuantitas target yang tidak terbatas dan 

gen ini dapat diidentifikasi dengan sequencing. 70·71•72 



BAB III 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

2.1. Tujuan 

2.1.1. Tujuan Umum 
Menghasilkan metode diagnostik difteri yang lebih efektif, efisien dan akurat 

melalui identifikasi Corynebacterium potensial toksigenik dengan PCR Multipleks. 

2.1.2. Tujuan Khusus 

Mendapatkan disain primer yang cocok untuk pemeriksaan difteri dengan PCR 

Multipleks. 

Mendapatkan teknik PCR Multipleks yang optimal untuk identifikasi 

Corynebacterium potensial toksigenik. 

Menentukan efektifitas, efisiensi dan akurasi PCR Multipleks yang dikembangkan 

dibandingkan dengan metode konvensional. 

2.2. Manfaat 

Hasil penelitian bermanfaat secara klinis untuk membantu menegakkan 

diagno�is difteri dengan lengkap, cepat dan akurat sehingga penderita bisa segera 

mendapatkan penatalaksanaan yang tepat dan pada akhimya dapat menurunka.11 

penyebaran penyakit dan angka kematian akibat difteri, secara keilmuan untuk 

memperkaya literatur khususnya tentang difteri dan sebagai studi pendahuluan untuk 

penelitian lanjutan. 
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3.1. Kerangka Konsep 

Corynebacterium 
potensial toksigenik: 

• C.diphtheriae 
1 C.ulcerans & 

C.pseudotubercu los is 

Toksigenisitas: 
• Toksigenik 
• Non toksigenik 

BAB IV 

METODE PENELITIAN 

Gen/Seq DNA 
Spesifik: 

• dtxR 
I phi 
I dtx 
• J6S rRNA 

PCR Multipleks 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ,  

Subtipe C.diphtlteriae: 
1 gravis 
' mitis 
1 intermedius 

Multigene 
Sequencing: 

• Genetik gravis 
Gen/Sequens •· Genetik mitis 
DNA Spesifik: ,___ __ 1 Genetik 

? intermedius 

Ef ektifitas 

Efisiensi 

Akurasi 

�--- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

:- - - - - - - - - -: : Lingkup Penelitian 

�---- - - - - - -· 

3.2. Tempat dan Waktu 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bakteriologi dan Biologi Molekuler Pusat 

Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan tahun 20 1 1 .  

3.3. Jenis dan Disain Penelitian 

Jenis penelitian adalah eksperimen laboratorium dengan rlisain/rancangan 

penelitian sebagai berikut: 
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Disain penelitian tahap: 

Sampel 
(Stock culture) 

Metode 
Konvensional 

Perbandingan 

PCR 
Multipleks 

3.4. Populasi dan Sampel 

Optimasi 

De1eksi: 

• C.dipl1tl1eriae Non-
Toksigenik 

• C.dip/11/:eriae 
Toksigenik 

• C.ulcerans + 
pseudotuberculosis 
Non-DT 

• C. ulcerans + 
pseudotuberculosis 
dgn D T  

• Lainnya 

Populasi target adalah seluruh spesimen atau isolate yang positif atau dicurigai 

positif mengandung C.diphtheriae dan bakteri lain yang dapat menyebabkan reaksi 

silang dengan C.diphtheriae. Sampel penelitian tahap I adalah strain C.diphtheriae 

(ATCC 9059, ATCC 8032, ATCC 8024 dan ATCC 1 1 913), strain 

C.Pseudotuberculosis (A TCC 1941 0), C. ulcerans (ATCC 901 5), strain S. epiderrnidis 

(ATCC 12228), strain S.aureus (ATCC 25923) dan isolate C.diphtheriae yang telah 

diisolasi dari spesimen hasil investigasi KLB difteri di Indonesia. Jumlah sampel 

minimal 30 untuk mendapatkan asumsi data dengan distribusi normal. 

3.5. Variabel 

V ariabel independen dalam peneli tian ini adalah Metode pemeriksaan. Sedangkan 

variabel dependennya adalah efektifitas, efisiensi dan akurasi. 



3.6. Definisi Operasional 

No Variabel Pengertian 
1 Metode Pemeriksaan laboratorium untuk 

pemeriksaan membantu diagnosis difteri 

2 Efektifi tas Penilaian berdasarkan waktu 

3 Efisiensi Penilaian berdasarkan biaya 

4 Akurasi Sensitifitas, S pesifitas, Possitive 
& Negative Predictive Value 

3.7. Instrumen dan Cara Pengambilan Data 

Skala 
Nominal 

Nominal 

Nominal 

Nominal 

Nilai 
1. Metode 

konvensional 
2. PCR Multipleks 

1 .  lebih cepat 
2. sama 
3 .  lebih Jambat 

1 .  lebih mahal 
2. sama 
3 .  lebih murah 

1 .  akurat 
2. tidak akurat 

Instrumen pcneJitian berupa jaringan internet, kit untuk pemeriksaan PCR 

MuJtipleks, kit untuk pemeriksaan difteri dengan metode konvensional serta form isian 

untuk mencatat hasil pemeriksaan. Disain primer didapatkan dengan memanfaatkan 

jaringan internet (bioinformatika). Hasi'l pemeriksaan PCR Multipleks berupa 

penampakan bands pada titik tertentu sesuai dengan primer yang digunakan untuk 

menentukan jenis bakteri. Interpretasi hasil mengikuti ketentuan sebagai berikut: 

Jenis Bakteri Dtx dtxR Pldll 6SrRNA 

C.diphtheriae toksigenik + + -

C. diphtheriae nontoksigenik - + -

C. ucerans & C. pseudoruberculosis Non DT - - + 

C. ucerans & C. pseudotuberculosis dengan DT + - + 

Bukan Corynebacterium potensial toksigenik - - -

Hasil pemeriksaan dengan metode konvensioal berupa penentuan jenis bakteri 

berdasarkan kriteria seperti yang tampak pada Tabel 1 dan 2 serta toksigenisitas bakteri 

dengan Elek Test, dikatakan positif bila tampak garis presipitasi dan negatif bila tak 

tampak garis presipitasi. Optimasi dilakukan dengan memodifikasi dan mengulang 

pemeriksaan sampai mendapatkan hasil optimal seperti yang dikehendaki. 
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3.8. Prosedur Kerja 

3.8.1. Kultur clan Mikroskopik 

Gunakan swab dari pasien, streak ke dalam blood agar, blood tellurite agar dan 

inokulasi pada Loefler serum. 

Inkubasi pada suhu 35 °C 
Setelah 4-6 jam, siapkan smear dari Loeffler serum dan warnai dengan 

pewarnaan Gram dan Albert. 

Jika terlihat bakteri yang mengindikasikan C. diphtheriae, lakukan subkultur 

pada blood tellurite agar. 

Periksa dalam 24-48 jam; bila ditemukan koloni kehitaman, warnai lagi dengan 

pewaraan Gram dan Albert. 

Periksa dengan mikroskop. 

3.8.2. Reaksi Biokimia (API Corync Kit) 

Persiapan lnokulasi: Inkubasi pure culture dari organisme tunggal dalam sheep 

BAP x3 selama 24 jam pada suhu 35°C dengan kadar C02 5%. Gunakan swab 

steril, ambil culture dari BAP dan inokulasi dalam 3 ml saline steril untuk 

memberikan turbiditas minimal McFarland. 

Persiapan strip: incubation tray disiapkan untuk masing-masing strip. Masukkan 

5 ml air ke dalam sumuran tray. 

Inokulasi strip: inokulasi test 1-1 1 dari strip (NIT sampai GEL) 

Tambahkan 3 tetes ke dalam masing-masing cupule untuk test NIT sampai ES. 

Untuk URE test, isi tube saja. 

Untuk GEL test, isi keduanya (tube dan cupule). 

Untuk 9 test yang terakhir (0 sampai GL YG) pindahkan 0,5 ml suspensi bakteri 

ke dalam ampul GP medium kemudian campur dengan baik. Distribusikan 

suspensi baru ke dalam tube saja dari 0 sampai GL YG. 

Tutup cupule URE dan 0 sampai GLYG dengan mineral oil. 

Tutup dengan incubation lid dan inkubasi strip selam 24 jam pada suhu 35 °C 

(non C02). 

Baca basil reaksi dengan membandingkan perubahan wama terhadap index. 
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3.8.3. Tes Toksigenisitas (Modified Elek test) 

Tambahkan newborn bovine serum (NBS) ke dalam 2,5 ml molten Elek base 

pada suhu 45 °C dan tuangkan ke dalam plate dengan diameter 4,5 cm. 

Inokulasi strain yang akan dites ke dalam plate dan 3 strain control dan antitoxin 

disk (10 IU/disk) seperti yang ditunjukkan pada gambar. 

Inkubasi plate selama 48 jam pada suhu 37 °C dan amati garis presipitasi pada 

16, 24 dan 48 jam oleh 2 individu seperti yang ditunjukkan pada gambar. 

NCIC 10\Wi++ NCTC 3984± 

TEST I @ I 

NCTC 1035& TEST 

D = antitoxin disk • = llite of inoculalion 

3.8.4. Multiplex PCR 

a. Disain Primer 

Lakukan pemilihan primer sequence. Primer PCR didisain untuk 3 gen target 

untuk kepentingan multiplex PCR sehingga memenuhi beberapa persyaratan, 

yaitu: GC 30-60%, 20 bp atau lebih, gel-sparable amplification. 

b. Slingle locus PCR 

Siapkan template DNA yang diekstraksi dari sampel. 

Amplifikasi semua lokus sendiri-sendiri (dengan kondisi yang sama). 

Ambil l x  PCR buffer tanpa adjuvan. 

Stel kondisi cycling. 

c. Multiplex PCR: primer mix 

0,1-0,4 µM masing-masing primer. 
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Lakukan seperti po in (b ). 

d. Optimasi kondisi multiplex PCR cycling, meliputi: 

Temperatur extension 

Waktu extension 

Temperatur dan waktu annealing 

Jumlah PCR cycle 

e. Optimasi komponen reaksi Multiplex, meliputi: 

Jumlah primer 

Konsentrasi dNTP dan MgCl2. 

Konsentrasi PCR buffer. 

Jumlah template DNA dan Taq DNA Polymerase. 

Penggunaan adjuvant (DMSO, glycerol, BSA). 

f. Lakukan Elcktroforesis terhadap Produk PCR yang dihasilkan 

g. Baca hasi! Elektroforesis dengan gel doc. 

Lakukan ana1isis tcrhadap bends yang 

3.9. Manajemcn dan Analisis Data 

Data yang terkumpul dilakukan editing, coding dan entry. Setelah dilakukan 

cleaning, data dianalisis secara statistik dan secara manual. Analisis deskriptif 

menampilkan gambaran hasil pemeriksaan spesimen yang dibuat dalam bentuk gambar, 

tabel dan grafik. Efektifitas, efisiensi dan akurasi diperoleh dengan memandingkan hasil 

pemeriksaan metode konvensional dan metode PCR Multipleks dikembangkan. 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1. Gambaran Sampel 

Gambaran sampel yang digunakan dalam penelitian dapat dilihat pada Tabel 3 

berikut i ni. 

Tabel 3. Sampel Penelitian 
No 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
1 3  
1 4  
1 5  
1 6  
1 7  
1 8  
1 9  
20 
21 
22 
23 

Nama Bakteri/Orga nisme 
Corynebacterium diph/heriae 
Corynebacterium ulcerans 
Corynebacterium stria/um 
Corynebacterium minutissimum 
Corynebacterium g/ufamicum 
Corynebacterium pseudodiphthericum 
Neisseria meningifidis 
Streptococcus pneumoniae 
Staphi/ococcus aureus 
Staphilococcus epidermidis 
Klebsiella pneumoniae 
Mycobacterium tuberculosis 
Legionella pneumophillia 
Pseudomonas aeroginosa 
Enterobacteria sakazakii 
C/ostridium le/any 
Salmonella typhimurium 
Salmonella typhi 
Shigella. flexineri . 
Aeromonas hydrophillia 
Vibrio chollerae 
Eschericia coli 
Candida albican 
Total 

Jumlah 
22 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

44 

Jumlah keseluruhan sampel sebanyak 44 isolat, yang terdiri dari 23 isolat 

Corynebacterium potensial toksigenik (19 Corynebacterium diphtheriae dan 1 

Corynebacterium ulcerans), 4 isolat Corynebacterium spesies non toksigenik dan 17 

isolat non-Corynebacterium. 

Sampel target adalah Corynebacterium potensial toksigenik (C.diphtheriae dan 

C. ulcerans), baik toksigenik maupun non toksigenik. Beberapa Corynebacterium 

spesies non toksigenik diambil untuk menentukan spesifitas primer yang digunakan 

karena secara filogenetik mempunyai kekerbatan yang paling dekat dengan 

C.diphtheriae dan C.ulcerans. Mycobacterium tuberculosis dipakai sebagai sampel 

karena bakteri tersebut rnempunyai gen yang menyerupai dtxR pada C.diphtheriae. 

Beberapa jenis bakteri seperti Neisseria, Streptococcus, Staphilococcus, Legionella, 

Klebsiella dan Candida digunakan sebagai sampel karena bakteri-bakteri tersebut 
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seringkali didapatkan pada spesimen usap tenggorok. Bakteri lain digunakan sebagai 

kontrol negatif karena C.diphtheriae selain menyebabkan infeksi saluran nafas juga 

dapat menginfeksi kulit, urogenetal dan organ lainnya. 

5.2. Disain Primer 

Pemeriksaan difteri menggunakan PCR Multipleks membutuhkan beberapa 

pasang primer yang digunakan untuk mengamplifikasi sequens DNA berdasarkan 

target yang ingin dicapai. Primer didisain menggunakan Software dan jaringan internet 

dari strain referensi yang ada di Gene Bank. Sebelum digunakan primer diujicoba secara 

bioinformatik. Setelah primer dianggap sudah tepat, maka primer dapat dipesan ke 

pabrik berdasarkan desain yang dibuat. Setelah selesai, primer diuji coba lagi dengan 

sampel kontrol. 

Pada penelitian ini digunakan 3 pasang primer PCR dengan spesifikasi sebagai 

berikut (sebagian basa tidak ditunjukkan): 

Gen: TOX/Dtx (toxic C .  diphtheriae] 
Forward primer AACTATGCGGCGTGGGC . . .  2 0  6 0 . 0 0 %  (Tm 6 7 . 61C) 
Reverse primer . . .  GAACGGCACCGTCTGCAA 2 1  6 1 .  9 0 %  (Tm 6 8 . 52C) 
Product length 1 3 9  

Gen: DtxR [ C :  dipthe r i a e ]  
Forward primer TGCCCGTATGGAGCGCG . . .  2 0  65 . 0 0 %  (Tm 6 8 . 00C) 
Reverse primer . . .  CCCAGCGGCAGGCTTCA 2 0  6 5 . 0.0% (Tm 6 8 . 1 7 C )  
Product length 1 8 2  

Gen: 1 6 S  rRNA [ C .  pseudotuberculosis, c .  ulcerans) 
Forward primer GCGCGGTAGCTCTTAGCGG . . .  2 0  7 0 . 0 0 %  (Tm 6 8 . 0 lC) 
Reverse primer . . .  CGCGCGTCCTGACCTGTGC 2 0  65 . 0 0 %  (Tm 6 8 .  99C) 
Product length 8 1 5  

5.3. Optimasi 

Optimasi dilakukan untuk mendapatkan teknik atau metode PCR Multipleks 

yang paling optimum. Adapun optimasi yang dilakukan meliputi jenis alat/bahan yang 

dipakai, suhu annealing, dan waktu/lama elongation. Beberapa prosedur mengikuti hasil 

optimasi yang telah dilakukan dalam penelitian sebelumnya. 

Beberapa metode/teknik PCR Multipleks untuk pemeriksaan difteri berdasarkan hasil 

optimasi meliputi hal-hal berikut ini. Swab yang digunakan untuk mengambil sampel 

menggunakan dacron swab karena lebih baik dibandingkan catton swab. Sementara 

prosedur untuk ekstraksi DNA menggunakan QIAamp Blood Kit (sesuai petunjuk 
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pabrik) dengan terlebih dahulu dipanaskan dalam suhu 96 °C selama 15  menit. 

Amplifikasi DNA menggunakan termal cycler (Biored) dengan rincian sebagai berikut: 

denaturasi pada suhu 95°C selama 2 menit, diikuti 35 amplification cycles pada suhu 

95°C selama 30 detik, 67°C selama 30 detik, dan 72°C selama 1 menit. 

5.4. Hasil Pemeriksaan 

Pemeriksaan laboratorium menggunakan teknik PCR Multipleks dan metode 

konvensional sebagai kontrol. 

5.4.1. Metode Konvensional 

Gambar 3,4,5 dan 6 memperlihatkan hasil perneriksaan difteri dengan metode 

konvensional yang rneliputi kultur pada medium _Cystine Tellurite Blood Agar (CTBA), 

perneriksaan mikroskopik, tes biokirnia dan test toksigenisitas Elek test. 

Garnbar 3 
Morfologi Koloni Bakteri dan Jamur pada Medium CIBA 

Pada Garnbar 3 terlihat bahwa selurnh spesies Corynebacteriurn, baik 

Corynebacterium potensial toksigenik maupun spesies non toksigenik tumbuh pada 

medium CIBA dengan morfologi koloni yang tidak jauh berbeda. Untuk 

membedakannya diperlukan tes biokimia. Selain Corynebacterium, beberapa 
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mikroorganisme yang tumbuh pada medium selektif tersebut antara lain Streptococcus 

pneumoniae, E.sakazakii, dan Candida albican. Mikroorganisme tersebut bisa menjadi 

faktor yang menyebabkan kesalahan interpretasi basil pemeriksaaan dengan metode 

konvensional. Sementara itu mikroorganisme lain yang menjadi sampel penelitian tidak 

tumbuh pada medium terse but. 

Gambar 4 
Morfologi sel pada pemeriksaan mikroskopik 

Pada gambar 4 terlihat bahwa seluruh spes1es Corynebacterium memperlihatkan 

morfologi sel khas (difteroid), yaitu bentuk batang dengan granula atau pembesaran 

pada salah satu atau kedua ujung sel. Sementara itu mikroorganisme selain 

Corynebacterium memperlihatkan morfologi sel yang berbeda. Pemeriksaan ini dapat 

digunakan untuk menyingkirkan sampel yang mengandung bakteri-bakteri non­

Corynebacterium. 
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Gambar 5 
Reksi Biokimia Corynebacterium Potensial Toksigenik 

Pada gambar 5 terlihat bahwa pada C.diphtheriae subtipe gravis, mitis, 

intermedius mereduksi nitrat. Ketiganya dibedakan dengan reaksi fermentasi gula-gula. 

Sementara itu C. diphtheriae subtipe belfanti dan C. ulcerans tidak mereduksi nitrat. 

Keduanya dibedakan dengan tes urease, dimana C. ulcerans positif urease. Tes biokimia 

bermanfaat untuk menentukan spesies Corynebacterium sehingga dapat menyingkirkan 

sampel yang mengandung Corynebacterium spesies non toksigenik dari sampelyang 

mengandung Corynebacterium potensial toksigenik. Akan tetapi pemeriksaan ini tidak 

dapat membedakan jenis toksigenik dan non toksigenik sehingga perlu dilakukan tes 

toksigenisitas seperti yang terlihat pada Gambar 6. 

Gambar 6 menunjukkan bahwa pada sampel toksigenik terlihat garis presipitasi 

yang merupakan ikatan antigen (toksin) dan antibodi (ADS). Sementara pada jenis non 

toksigenik, garis tidak tampak. 
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Gambar 6 
Tes Toksigenisitas 

5.4.2. PCR Mu Jtipleks 

Hnsil pemcriksaan difteri dcngan PCR Multipleks dapat dil ihat pada gambar 7 

berikut ini. 

Gambar 7 
Hasil Pemeriksaan PCR Multipleks 

3 1  



Pada gambar 7 terlihat bahwa seluruh sequens DNA Corynebacterium 

diphtheriae toksigenik (sarnpel nomor 3,5,6 dan 7) yang diperiksa teramplifikasi oleh 

primer dengan target gen dtx (lox) dan dtxR sehingga tampak bands pada 139 bp dan 

1 84 bp, tetapi tidak terarnplifikasi primer dengan target gen J 6S rRNA sehingga tidak 

tampak bands pada 815 bp. Pada Corynebacterium diphtheriae non toksigenik (sampel 

nomor 4), hanya band pada 1 84 bp yang terlihat. Hal ini menandakan bahwa pada 

C01ynebacterium diphtheriae non toksigenik tidak terdapat gen fox. 

Gen dtxltox dibawa oleh bakteriofag yang juga dapat melisogenik 

Corynebacterium non-diphtheriae (C. ulcerans dan C.pseudotuberculosis) sehingga 

bakteri tersebut memproduksi toksin dan menimbulkan penyakit yang menyerupai 

difteri. Dalam kondisi demikian maka bakteri tersebut memiliki gen tox/dtx tapi tidak 

memiliki gen dtxR. Akan tetapi pada penelitian ini tidak digunakan isolat C. ulcerans 

dan C.pseudotuberculosis toksigenik sehingga tidak ada sampel yang menunj ukkan 

garis hanya pada gen dtx (1 39 bp).so5is?. 

Sequens DNA Corynebacterium ulcerans (sampel nomor 2) dapat teramplifikasi 

primer dengan target gen 16S r RNA ta pi tidak oleh primer dengan target gen tox dan 

dtxR . Hal ini menandakan bahwa bakteri tersebut non toksigenik. Sementara pada 

sampel non-Corynebacterium potensial toksigenik, ketiga pasang primer tidak 

mengamplifikasi sequens DNA sehingga tidak tampak bands, begitu juga pada bakteri 

non-Corynebacterium. 

5.5. Ef ektifitas, Efisiensi dan Akurasi 

Efektifitas, efisiensi dan akurasi diperoleh dengan membandingkan hasil 

pemeriksaan menggunakan PCR Multipleks dibandingkan dengan metode 

konvensional. Perbandingan meliputi konsumsi waktu yang dibutuhkan untuk 

mengukur efektifitas, konsumsi biaya yang dibutuhkan untuk mengukur efisiensi dan 

kesesuaian hasil untuk mengukur akurasi. 

Perbandingan waktu yang diperlukan untuk pemeriksaan difteri cukup jauh. 

Pemeriksaan menggunakan metode konvensional membutuhkan waktu minimal 48 jam. 

Sementara itu pemeriksaan dengan PCR Multipleks hanya membutuhkan waktu 5-8 

jam. Sementara itu perbandingan biaya yang dibutuhkan untuk kedua jenis pemeriksaan 

dapat dilihat dalam Tabel berikut. 
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Tabel 5. Perbandingan 
Konvensional 

Konsumsi Biaya antara PCR Multipleks dan Metode 

PCR Multipleks 
Bahan: 

Total 

Kultur 
Mikroskopik 
Biokimia 
Elek test 

Harga 
20.000 
10.000 
200.000 
50.000 
280.000 

Metode Konvensional 
Bahan Harga 

Total 

Primer PCR 10.000 
Ekstraksi 100.000 
PCR 100.000 
Elektroforesis 40.000 

250.000 
Catatan: Peralatan untuk masing-masing pemeriksaan telah tersedia 

Pada Tabel 5 terlihat bahwa konsumsi biaya yang dibutuhkan untuk pemeriksaan PCR 

Multipleks dan metode konvensional tidak jauh berbeda dan cenderung lebih mahal 

untuk pemeriksaan dengan metode konvensional. 

Sementara itu kesesuaian hasil PCR Multipleks dengan metode konvensional 

sebagai kontrol dapat dilihat pada tabel 4 berikut ini. 

Tabel 4. Perbandingan hasil pemeriksaan difteri dengan PCR Multipleks dengan 
Metode Konvensional 

No Urut PCR Multipleks Gold Standard Keteranqan 
1 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
2 C.diphtheriae toksigenik C.diµhtheriae toksigenik Sesuai 
3 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
4 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
5 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
6 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
7 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
8 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
9 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
10 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
1 1  C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
12 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
13 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
14 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
15 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
16 C.diphtheriae non toksigenik C.diphtheriae non toksigenik Sesuai 
17 C.ulcerans non toksiger.ik C.ulcerans non toksigen:k Sesuai 
18 NCPT C.striatum Sesuai 
19 NCPT C.minutissimum Sesuai 
20 NCPT C.glutamicum Sesuai 
21 NCPT C.pseudodiphthericum Sesuai 
22 NCPT Neisseria meningitidis Sesuai 
23 NCPT Streptococcus pneumoniae Sesuai 
24 NCPT Staphilococcus aureus Sesuai 
25 NCPT Staphilococcus epidermidis Sesuai 
26 NCPT Klebsiella pneumoniae Sesuai 
27 NCPT Mycobacterium tuberculosis Sesuai 
28 NCPT Legionella pneumophillia Sesuai 
29 NCPT Pseudomonas aeroginosa Sesuai 
30 NCPT Enterobacteria sakazakii Sesuai 
31 NCPT C/ostridium tetany Sesuai 
32 NCPT Salmonella typhimurium Sesuai 
33 NCPT Salmonella typhi Sesuai 
34 NCPT Shiaella flexineri Sesuai 

33 



35 NCPT Aeromonas hydrophillia Sesuai 
36 NCPT Vibrio chollerae Sesuai 
37 NCPT Eschericia coli Sesuai 
38 NCPT Candida albican Sesuai 
39 C.diphlheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
40 C.diphtheriae toksigenik C.diphttieriae toksigenik Sesuai 
41 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
42 C.diphtheriac toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
43 C.diphtheriae toksigenik C.diphtheriae toksigenik Sesuai 
44 C.diphtheriae toksiqenik C.diphtheriae toksiqenik Sesuai 

Ket: 
NCPT: non-Corynebacterium potensial toksigenik. 

Dari tabel di atas terlihat bahwa kesesuaian pemeriksaan difteri dengan PCR multipleks 

dan metode konvensional (gold standard) dalam penelitian ini rnencapai 100%. 

Meskipun ada penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa tidak semua C.diphtheriae 

yang mernpunyai gen tox akan mengeluarkan toksin (toksigenik), namun jumlahnya 

relatif sedikit. 16 Pada penelitian ini hal terse but tidak terjadi seperti juga hasil penelitian 

yang dilakukan sebelurnnya oleh Nakao, et al. dan Mikhailnikovich, et. al. 1 s,73 
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4.1. Kesimpulan 

BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

PCR Multipleks merupakan salah satu metode yang dapat dikembangkan untuk 

mendeteksi sekaligus mengidentifikasi bakteri penyebab difteri sehingga bisa dipakai 

sebagai alat bantu diagnosis secara cepat dan akurat serta cukup efisien. 

4.2. Saran 

Perlu dilakukan uji coba pemeriksaan difteri dengan PCR Multipeks terhadap 

spesimen klinis untuk mengetahui apakah pemeriksaan ini dapat diaplikasikan di 

lapangan. 
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