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Abstract

Diphtheria is a vaccine-preventable disease. The clinical features and complications of diphtheria are
associated with toxins produced by the causative bacteria. Diphtheria toxin synthesis is encoded by tox
gene. This study aimed to provide an overview of the DNA sequences of the tox gene of Corynebacterium
diphtheriae causing diphtheria in several region of Indonesia. A total of 65 Corynebacterium diphtheriae
isolated from several provinces in Indonesia (2010-2017) were used as samples. Isolates recultured on
blood agar medium (BA), incubated at 37°C overnight. DNA extraction conducted using the QiaAmp DNA
Mini Kit. The DNA sequencing was carried out using the Whole Genome Sequencing (WGS) approach. The
data conversion and analysis conducted using U-gene and BioEdit programs. Examination of 65 isolate C.
diphtheriae with 1683 bp of tox gene sequences showed that there are 3 patterns of gene sequences with 3
mutation site. All mutations were silent mutation. The mutation sites were also not commonly used as 3 'end
binding site of the PCR primer. We concluded that tox gene of C. diphtheriae that causes diphtheria in some
provinces in Indonesia have limited variations and these variations do not encode amino acid changes.
This indicates that the vaccines used in Indonesia are still in accordance with the variations in circulating
bacteria and PCR can be used for screening and predicting the toxigenicity of diphtheria-causing bacteria.
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Abstrak

Difteri merupakan salah satu penyakit yang dapat dicegah dengan imunisasi (PD3I). Gambaran klinis
dan komplikasi difteri dikaitkan dengan toksin yang diproduksi oleh bakteri penyebab. Sintesis toksin
difteri dikode oleh gen fox. Penelitian ini bertujuan untuk memberikan gambaran sekuens DNA gen rox
Corynebacterium diphtheriae penyebab difteri di beberapa wilayah Indonesia. Sebanyak 65 isolat C.
diphtheriae tersimpan milik Badan Litbangkes yang diisolasi dari beberapa wilayah Indonesia tahun 2010-
2017 dijadikan sebagai sampel. Rekultur dilakukan pada medium agar darah (BA), diinkubasi pada suhu
37 °C selama sehari semalam. Ekstraksi DNA menggunakan kit QiaAmp DNA Minikit. Sekuensing DNA
dilakukan dengan pendekatan Whole Genome Sequencing (WGS). Konversi dan analisis data menggunakan
program U-gene dan BioEdit.Pemeriksaan 65 isolat C. diphtheriae dengan 1683 bp sekuens gen fox
menunjukkan ada 3 pola sekuens gen dengan 3 lokasi mutasi. Seluruh mutasi bersifat silent mutation.
Lokasi mutasi juga bukan merupakan tempat penempelan ujung 3’ primer PCR yang umum digunakan.
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa variasi gen tox yang ditemukan pada C. diphtheriae
penyebab difteri di Indonesia memiliki variasi yang terbatas dan mutasi yang ada tidak mengkode perubahan
asam amino. Hal ini mengindikasikan bahwa vaksin yang digunakan di Indonesia masih sesuai dengan
variasi bakteri yang bersirkulasi. Hasil penelitian juga mengindikasikan bahwa PCR dapat digunakan untuk
skrining dan memprediksi toksigenisitas bakteri penyebab difteri.

Kata kunci : C. diphtheriae, gen tox, difteri, Indonesia
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PENDAHULUAN

Difteri merupakan salah satu penyakit yang
dapat dicegah dengan imunisasi (PD3I). Sebelum
era vaksinasi, difteri menjadi masalah kesehatan
serius di negara-negara maju. Sejak dijalankannya
vaksinasi difteri secara menyeluruh di berbagai
negara, kejadian difteri menurun secara drastis.
Saat ini di negara-negara maju, difteri klasik dengan
gambaran klinis khas sangat jarang dijumpai.
Namun, lain halnya dengan negara berkembang.
Ribuan kasus difteri terus terjadi setiap tahunnya,
tidak terkecuali di Indonesia. Meskipun, tidak
menempati urutan terbanyak kasus difteri secara
global, Indonesia selalu berada dalam kelompok
5 besar negara dengan kasus difteri terbanyak di
dunia. Kematian kasus (CFR) difteri cukup tinggi
antara 2-10 persen. Pada kasus berat, kematian
meningkat hingga lebih dari 30 persen, bahkan
hampir 100%.'*

Gambaran klinis difteri umumnya berupa
panas, sakit tenggorok, kelelahan, stridor,
muntah, diikuti terbentuknya pseudo membran
yang menyertai proses inflamasi di sekitar focal
infeksi dan kadang timbul pembengkakan leher
(bull neck). Bila penyakit berlanjut dapat terjadi
komplikasi berupa obstruksi jalan nafas serta
gangguan jantung, saraf, dan ginjal. Kematian
kasus umumnya berhubungan dengan terjadinya
komplikasi tersebut. Gambaran klinis dan
komplikasi difteri dikaitkan dengan efek toksin
yang diproduksi oleh bakteri penyebab (umumnya
Corynebacterium diphtheriae). Toksin difteri akan
berikatan dengan reseptor pada permukaan sel
host (HbEGF), menyebabkan kegagalan sintesis
protein dan pada akhirnya terjadi kematian sel dan
jaringan.>®

Sintesis toksin difteri oleh bakteri penyebab
difteri dikode oleh gen tox atau dix (diphtheria
toxin). Gen tox dibawa oleh sejenis bakteriofaga
yang masuk ke dalam kromosom bakteri melalui
proses lisogenik. Sekuens DNA gen tox telah
banyak dipelajari terkait dengan efektifitas vaksin
difteri. Perbedaan sekuens pada tingkat asam
amino diduga menurunkan efektifitas vaksin
difteri seperti pada kasus yang disebabkan oleh
Corynebacterium ulcerans. Sebaliknya, mutasi
yang terjadi juga dapat menyebabkan kegagalan
sintesis toksin seperti yang terjadi pada tipe non-
toxigenic tox gene bearing (NTTB). Hal yang
tidak kalah penting terkait pengetahuan tentang
sekuens gen fox adalah pemeriksaan toksigenisitas
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bakteri dengan teknik molekular, baik dengan
PCR maupun sekuensing DNA.>!! Penelitian ini
bertujuan untuk memberikan gambaran sekuens
DNA gen tox dari C. diphtheriae yang diisolasi dari
kasus difteri di beberapa wilayah Indonesia bagian
Barat. Penelitian ini merupakan kelanjutan dari
preliminary study yang dilakukan sebelumnya.'?

BAHAN DAN METODE

Sampel

Sampel penelitian terdiri dari 65 isolat C.
diphtheriae tersimpan milik Badan Penelitian
dan Pengembangan Kesehatan yang diisolasi dari
beberapa provinsi di wilayah Indonesia bagian Barat
tahun 2010-2017. Isolat disimpan dalam medium
Trypticase Soy Brroth (TSB) + glycerol pada suhu
ultra low temperature. Rekultur dilakukan pada
medium agar darah (BA) dan diinkubasi pada suhu
37°C selama sehari semalam. Identifikasi ulang
isolat dilakukan dengan metode konvensional
untuk pemeriksaan laboratorium difteri mengikuti
panduan yang dikeluarkan oleh WHO dengan tanpa
kultur pada medium selektif (*- Koloni bakteri
dipanen dan dimasukkan ke dalam tabung berisi
0,5 ml aquadest untuk dilakukan ekstraksi DNA.

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan
kit komersial QIAamp DNA mini kit mengikuti
prosedur dari pabrikan dengan sedikit modifikasi.'
Hasil akhir DNA ditempatkan ke dalam molecular
water, bukan eluent buffer yang ada di dalam kit.
Hal ini dilakukan karena eluent buffer mengandung
komponen yang dapat mempengaruhi proses
sekuensing DNA. Pengukuran kualitas dan
kuantitas DNA dilakukan dengan Qubit DNA
quantification dan gel electrophoresis.

Sekuensing DNA

Sekuensing DNA  dilakukan  dengan
pendekatan Whole genome sequencing (WGS)
menggunakan mesin MiSeq (Illumina). Preparasi
sampel dilakukan dan pencampuran reagen sebelum
masuk mesin sebagaimana telah dijelaskan pada
publikasi sebelumnya 5- Sebuah DNA libraries
disiapkan menggunakan Nextera XT DNA Flex
Library Prep Kit (Illumina). Selanjutnya dilakukan
pengecekan kualitas /ibraries ~menggunakan
Agilent 4200 TapeStation system sebelum proses
running di dalam mesin Miseq.
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Analisis Data

Output  hasil pemeriksaan sekuensing
dalam format file BAM dikonversi menggunakan
program U-gene ke dalam format file FASTA. Data
sekuens DNA gen fox (1683 bp) semua isolat di-
copy ke dalam sebuah file dengan format txt. File
ini kemudian dianalisis dengan cara alignment
terhadap sekuens referensi (C. diphtheriae
PWS8) dengan program BioEdit. Hasil alignment
digunakan untuk mengidentifikasi jenis dan jumlah
mutasi yang terjadi pada tiap sampel. Prediksi
pengaruh mutasi terhadap perubahan asam amino
juga dilakukan dengan program BioEdit. Data

dukung berupa data global sekuens gen tox yang
teregistrasi di genBank diperoleh secara gratis dari
situs: www.ncbi.nlm.nih.gov. Sementara itu, data
sekuens primer dengan target gen fox diperoleh
dari beberapa publikasi yang telah ada.

HASIL

Distribusi Sampel

Distribusi sampel berdasarkan daerah asal
isolat dan tahun isolasi dapat dilihat pada Tabel 1
dibawah ini.

Tabel 1. Distribusi Sampel Berdasarkan Asal Isolate dan Waktu Isolasi

Propinsi N f (%) Tahun Isolasi
Aceh 1 1,79 2017
Banten* 24 42,86 2010, 2011, 2012, 2014, 2015, 2015, 2016, 2017
Jakarta* 20 35,71 2012,2013, 2015, 2016, 2017
Jawa Barat* 9 16,07 2010, 2016, 2017
Jawa Tengah 1 1,79 2017
Kalimantan Barat 9 16,07 2012,2013
Kalimantan Tengah 1 1,79 2016
Total 65 100

Tabel 1 menunjukkan bahwa sebagian besar sampel berasal dari Jakarta dan Banten yang meliputi sekitar 78%

dari total sampel.
Sekuens DNA

Hasil alignment sekuens DNA dengan strain referensi (C. diphtheriae PW8) yang dilakukan dengan

program BioEdit dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Pola Mutasi Gen tox Berdasarkan Alignment terhadap Sekuens Referensi

Basa-84 Basa-415 Basa-705
C. diphtheriae PWS8 (referensi) T T G
Tipe-1 T T G
Tipe-2 T C A
Tipe-3 C C A

Tabel 2. menunjukkan bahwa hanya ada
2 pola mutasi (I sama dan 2 berbeda dengan
sekuens referensi) yang ditemukan pada isolat
yang diperiksa dengan total mutasi titik (SNP)
sebanyak 3 lokasi, yaitu basa ke-84, ke-415,
dan ke-705. Semua SNP berupa substitusi atau
perubahan basa. Hal yang penting bahwa dari
seluruh sampel yang diperiksa tidak ditemukan
delesi maupun insersi. Delesi 1 basa pada gen fox
akan menyebabkan stop codon yang menyebabkan
terjadinya kegagalan sintesis toksin.'!¢

Pola dan lokasi mutasi gen tox yang terjadi
pada C. diphtheriae penyebab difteri di beberapa
wilayah Indonesia relatif sedikit dibandingkan

data global, sebagaimana terlihat pada Gambar 1
dan 2. Gambar 1 dan 2 menunjukkan hasil analisis
gen tox (1683 bp) dari 34 strain yang teregistrasi
di genBank tahun 2017.

Gambar 1. menunjukkan bahwa ada 4 pola
mutasi gen fox secara global. Berdasarkan 4
tipe tersebut ada 51 lokasi mutasi basa di antara
1683 basa sekuens DNA gen tox C. diphtheriae
sebagaimana terlihat pada Gambar 2.

Sekuens gen tox juga digunakan untuk
memprediksi pengaruh mutasi terhadap efektifitas
vaksin toksoid difteri. Prediksi translasi asam
amino pada lokasi mutasi dapat dilihat pada
Tabel 3.
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KX702000.1 Corynabacteum diphtheras strain 2014M7402 diphtheria toxin {tox) gene complets cds

XDO703.1 Corynedactenum diphinanas vins gene for iphinena toxin

CP018331.1:1872715-1674305 Conynabact=num mpniheras strain B-D-16-7E compicte ganome

KXTO29GE 1 Corynebactarum diphtheras strain 2014M5540 diphtheria toxin {tox) gene complets cds

CPO03210.1:163632-170314 Conynebactanum dphmenae C7 (beta) compicte genoma

KXT02200.1 Corynabacterium dphienas strain WM3S0461361 diphfena ioxn {tox) gene complete cds

CPO03216.1:173528-175210 Conynedactenum diphiheras PYWE complcte genome

AB502350.1 Conynebactarum diphtheras tox gene for diphtherta foxin complets cds

CPO03211.1:1735090-175272 Conynebactanum dphinenas COCE 3392 complete genome

KUBSETTS.1 Conynedactarum dphtheriae strain 2014ME143 diphtherta toxin (tox) gene complets cds

KUZ4B517 154-1745 Conynabacterdum diphtheras be. mits strain 173-12 diphtheana toxn {ox) gens compiete ois

CPI204 101205621 1-2057883 Conynesactarum diphihenas strain FOAARGOS 197 compista genome

KXT02262 1 Corynebastsrium diphiheras strain WMOOM 102 diphiheria toun (iex} gene complete cos

KXT02201.1 Corynebacterum dphienas strain WMS50431373 diphfena iodn tox) gene complete cds

KUZ4B521 154-1745 CONMabactenuen dphinenas by, gravis strain 100-12 diphthera fowin {(bx) gene compiete oos

KUZ48519,1:54-1745 Connebacterium diphiheras by, mits strain 76-11 diphihiesa toxin {bax) gene complete ods

BX248354.1:185079-100651 Corynebacterium diphtheras gravis MCTC13129 complete genome segment 1/8

KUBSETT4 1 Corynebactsium diphtheriae strain 20137922 diphtherta toxin (tox) gene complets cds

ABA02357.1 Cofynabactanum diphthenas tox gena for EpNthana txn compiats 6os strain: ATCC 11051

KXT03000.1 Corynabactarum diphtheras strain 2015M2571 diphtheria toxin {tox) gene complets cds

KXT02997.1 Corynabactanem diphthenas strain 2011M2561 MphMena toxin (tox) gene complets cis

KXT02996.1 Corynabactanem diphthenas strain 2011M2777 MphiNena toxin {tox) gene compiets cds

KXTD299E.1 Corynabactesium dphtheras straln 2011M2553 diphtheria toxin (tox) gene complete cds

KXT02004 1 Corynebacterum diphtheras strain 2006MD0E3 diphtheria toxin (tox) gene complete cds

C:PO03206.1211244-212925 Corynebactsium dphtherae 314 compists genome

KUZ4E520,1:54-1745 Conynebacterium diphiheras by, mits strain 42-13 diphinerta town {box) gene compiete cds

KUZ4E518.1:54-1745 Conynabacterum dphtnenas bv. gravis strain 115-12 diphthera town {box) gene complete cos
KUBSETT3.1 Conynebactanum diphihenae strain 2006M2336 diphinena toxin (10x) PEEUSOgENe CoMpISte SaqUence

E FJ376656.1 CONMabactarum diphmenas Sirain CD443 diphihana toxin (10¥) pSeUdogens compists sequencs

KXTD2593.1 Corynebacierium dphiheriae straln WMIOM 103 tox peeudogene complete sequence
KUZ48516.154-1745 COnnabacteum diphMenas by, Mits strain 12-14 dIphihana ton (1o pseudogens complets sequence
KFD12950.1 Corynebactenum diphihanae strain DIFTO20 giphiherta toxin (iox) pseudogens panial sequence

Gambar 1. Pola Mutasi Gen tox 34 C. diphtheriae yang Teregistrasi di genBank Berdasarkan
Gambaran Filogenetik

STRAIN PWa 1 GTGAGGCAGAAAACTGT T TGO G TCAATC TTAATAGEGGEGCOGEGCTACTEGGEEATAGEEGCOC

STRAIN PWS 101 CTAAATCT T T TG TGATGGEGAAAACT TTTCTTCGTACCACDGEEGACTAAADCTGEGETTATGEGT

ETRAIN PW3 201 ACAAGGAAAT TATGACGATGAT TGGAAAGGEGGETT TTATAGTACCGACAATAAATACGAL

STRAIN PW3 30 AAAGCTGGAGGCGETGGTCAAAGTGACGTATCCAGGACTGACGAAGGTTCTCGCACTAA

STRAINPWI 4001 GTCTCACTGAACCEGTTGATGEGEAGCAAGTOEEAACGEGAAGAGTTTATCAAAAGGTTCGES

STRAIN PWE 5N GGEGGAGTTCTAGCGTTGAATATAT TAATAACTGEGEGAACAGGCGAAAGOGTTAAGCGETA
STRAINPWSIS 601 GATGCGATGETATGAGTATATGEGGEGCTCAAGOCCTGEGTECAGGAAMAATOCETETCAGGCGATCAG

ETRAINPWSE 701 TAAGGGATAAAACTAAGACAAAGATAGAGTCTT TGAAAGAGCATEGCOCTATCAAAMSSA

STRAINPWS 80 AGCTAAACAATACCTAGAAGAATTTCATCAAACGECATTAGAGCATCCOTGAATTGTCA

STRAINPWIS 901 GCTAACTATGEGCGEGCETGEGEECAGTAAACGTTSCECAAGTTATCGATAGCGEAAACAGCTS

STRAIN PW3E 1001 GTATCGGETAGCGTAATGGGEGCAT TEGCAGACGGETEGCOCGTTCACCACAATACAGAAGAGAT

STRAINPWSIS 1101 AGCTATTCCAT TG TAGGAGAGC TAGTTGATAT TGGTTTCGCTGECATATAATTTITGETA

ETRAIN PW3 1200 AATCGTCCC GO GETAT TCTOCCGGEECATAAAACGCAACCATTTCTTCATEACGEGETATE

STRAIWNPWSE 1301 GTTTTCAAGGGGAGAGTEEEGCACGACATAAAAATTACTGECTGAAAATACCCOGCTTCC

ETRAINPWS 1401 CGE T TAATAAGTCCAAGACTCATAT TTCCG TAAATGGTOCEGGAAAATAAGGATGOETTGE

STRAINPWS 1501 CCTGT TTATG T TGGTAATGE TG TEGCATGOGAATCTTCACGTGGCATT TCACAGAAGCA
STRAINPWS 1601 TAGGCGTTCT TGEGEGTACCAGAAAACAGTAGATCACACCAAGGTTAATTCTAAGCTATE

Gambar 2. Lokasi Mutasi pada Sekuens Gen tox 34 C. diphtheriae yang Teregistrasi di genBank
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Tabel 3. Prediksi Pengaruh Mutasi pada Perubahan Asam Amino

Lokasi Mutasi Perubahan Basa Perubahan Asam Amino Tipe Mutasi
Basa-84 GAT — GAC Asp —Asp Silent mutation
Basa-415 TTG — CTG Leu — Leu Silent mutation
Basa-705 AGG —-AGA Arg —Arg Silent mutation

Tabel 4. Beberapa Sekuens Primer PCR dengan Target Gen tox C. diphtheriae

No Sekuens Primer PCR (5° — 3°) Basa Ujung 3’ Referensi
1 ATCCACTTTTAGTGCGAGAACCTTCGTCA 338 (20)
2 GAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGACTAA 146 (20)
3 ATACTTCCTGGTATCGGTAGC 1011 (20)
4  CGAATCTTCAACAGTGTTCCA 1267 (20)
5 CGGGGATGGTGCTTCGCG 473 (20)
6 CGCGATTGGAAGCGGGGT 1365 (20)
7  GTTCGGTGATGGTGCTTCGC 472 (20)
8 CGCCTGACACGATTTCCTGC 634 (20)
9 GGCGTGGTCAAAGTGACGTA 329 (20)

10 CTTGCTCCATCAACGGTTCA 408 (20)
11  CGCCCTAAATCTCCTGTTTATGTT 1512 (20)
12 GTACCCAAGAACGCCTATGGAA 1596 (20)
13 TTATCAAAAGGTTCGGTGATGGTG 460 (20)
14 AATCTCAAGTTCTACGCTTAAC 549 (20)
15 GAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGACTAA 493 (20)
16 ATCCACTTTTAGTGCGAGAACCTTCGTCA 146 (20)
17  AATAAATACGACGCTGCGGGATAC 338 (20)
18 CTGTAGATAATGAAAACCCGCTC 270 (20)
19  GGGATAatTTGTGAGCAGAAAACTGTTTGCGTCAA 25 (#2))]

20 CAACATCATaAtaattTatATGGGCTGAAGGTGGGaCCCC 52 21

21 CGTGGTCAAAGTGACGTATCCAGGACTG 339 21

22 AGGATGCTCTAATGCCGTTTGATGAAATTCTTC 816 21

Tabel 3. menunjukkan bahwa semua mutasi
yang terjadi bersifat silent mutation atau tidak
merubah asam amino sehingga diprediksi tidak
akan mempengaruhi efektifitas vaksin difteri.

Selainterkait vaksin, gen fox juga digunakan
sebagai marker dalam skrining toksigenisitas
bakteri penyebab difteri dengan metode
PCRU7'®, Pemeriksaan PCR akan terganggu jika
terdapat mutasi pada tempat penempelan primer
PCR, khususnya ujung 3°, baik forward maupun
reverse 19 Hasil identifikasi beberapa sekuens
primer PCR dengan target gen fox dapat dilihat
pada Tabel 4. Dalam tabel 4 menunjukkan bahwa
tidak ada satupun sekuens primer PCR dengan
ujung 3’ yang terletak pada lokasi mutasi (Tabel
2 dan 3). Meskipun basa415 merupakan lokasi
penempelan primer PCR no 10, hal ini diprediksi
tidak terlalu berpengaruh karena lokasi mutasi

berada pada bagian tengah sekuens primer.
PEMBAHASAN

Sampel penelitian berasal dari wilayah
Indonesia bagian Barat, khususnya Jakarta dan
sekitarnya. Hal ini sesuai dengan pembagian
wilayah kerja laboratorium rujukan nasional
difteri. Data Pusat Data dan Informasi (Pusdatin)
Kementerian Kesehatan menunjukkan bahwa
provinsi Jakarta dan sekitarnya (Banten dan
Jawa Barat) menyumbang 72,5% kasus difteri
secara nasional tahun 2018.2* Selain Jakarta dan
sekitarnya, kasus terbanyak berasal dari Jawa
Timur. Namun, dalam penelitian ini tidak ada
isolat dari Jawa Timur mengingat laboratorium
rujukan difteri untuk Jawa Timur adalah
Balai Besar Laboratorium Kesehatan (BBLK)
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Surabaya.

Hasil sekuensing DNA  menunjukan
bahwa tidak terlalu banyak variasi gen fox yang
ditemukan pada isolat C. diphtheriae yang
beredar di Indonesia. Bahkan, hasil ini sama
persis dengan preliminary study yang dilakukan
sebelumnya di pulau Jawa dan Kalimantan
dengan jumlah sampel terbatas dan publikasi
sebelumnya dengan wilayah terbatas (Jakarta dan
sekitarnya).'>"> Hasil berbeda didapatkan pada
penelitian yang dilakukan oleh Nakao terhadap
isolat yang berasal dari wabah difteri di Rusia
dan sekitarnya yang menunjukkan variasi cukup
banyak.” Perbedaan ini diprediksi terjadi karena
banyaknya kasus difteri di Rusia dan sekitarnya
saat terjadi wabah.! Perbedaan khususnya
pada jumlah lokasi mutasi juga terlihat bila
dibandingkan data global sekuens gen tox yang
teregistrasi di genBank.

Hasil prediksi translasi asam amino
berdasarkan sekuen DNA juga mengungkap
bahwa mutasi yang terjadi hanya bersifat silent
mutation. Sekuens referensi yang digunakan
adalah sekuens gen tox C. diphtheriae PW8
karena merupakan strain penghasil seed vaksin
toksoid difteri yang digunakan secara global.**
Hasil ini mengindikasikan bahwa vaksin difteri
yang digunakan selama ini masih sesuai dengan
bakteri yang bersirkulasi dan menyebabkan
difteri di Indonesia. Namun ada sebuah
pertanyaan, ketika vaksin masih sesuai mengapa
kasus difteri tetap terjadi. Hal ini terjadi karena
vaksin difteri berupa toksoid yang mencegah
terjadinya toksisitas, namun tidak sepenuhnya
mencegah invasi bakteri penyebab. Beberapa
penelitian menunjukkan banyaknya kasus difteri
terjadi pada individu dengan riwayat imunisasi
dengan gambaran klinis umumnya ringan.?-

Hasil penelitian ~ menunjukkan bahwa
primer PCR yang umum dipakai untuk skrining
dan prediksi toksigenisitas C. diphtheriae dapat
diaplikasikan di Indonesia. Sesuai dengan
panduan WHO," pemeriksaan PCR digunakan
untuk skrining toksigenisitas bakteri penyebab
difteri. Padaisolat yang terdeteksi gen tox, validasi
dilanjutkan dengan pemeriksaan Elek tes. Namun
pada isolat yang tidak terdeteksi gen fox, tidak
perlu dilakukan pemeriksaan Elek tes dan dapat
langsung disimpulkan sebagai non-toksigenik.
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Dalam skema tersebut, sensitifitas pemeriksaan
PCR sangat dibutuhkan dan hal ini terkait
dengan primer PCR yang digunakan. Kegagalan
amplifikasi akibat terjadinya mutasi pada tempat
penempelan ujung 3’ primer dapat berakibat
fatal karena tipe toksigenik akan disimpulkan
sebagai non-toksigenik. Toksigenisitas bakteri
berkaitan dengan kemampuan sintesis toksin
yang merupakan faktor virulensi utama bakteri
penyebab difteri. Sintesis toksin difteri berkaitan
dengan manifestasi klinik dan komplikasi yang
terjadi pada difteri. Komplikasi ini menentukan
prognosis penyakit dan tingginya kasus
kematian.>®

KESIMPULAN

Hasil penelitian menemukan bahwa gen
tox pada C. diphtheriae penyebab difteri di
Indonesia memiliki variasi yang terbatas dan
mutasi yang ada tidak mengkode perubahan
asam amino. Hal ini mengindikasikan bahwa
vaksin yang digunakan di Indonesia masih sesuai
dengan variasi bakteri yang bersirkulasi. Hasil
penelitian juga mengindikasikan bahwa PCR
dapat digunakan untuk skrining dan memprediksi
toksigenisitas bakteri penyebab difteri.
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