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DETEKSI CLOSTRIDIUM DIFFICILE TOKSIGENIK MENGGUNAKAN UJI
CEPAT TOKSIN DAN REAL TIME POLYMERASE CHAIN REACTION

(Toxigenic Clostridium Difficile Detection Using Toxin Rapid Test and Real Time
Polymerase Chain Reaction)

Ika Yasma Yanti, Dalima Ari Wahono Astrawinata

ABSTRACT

Toxigenic Clostridium difficile infection, causing a Pseudo Membrane Colitis (PMC) and Clostridium Difficile Associated Diarrhea
(CDAD) has increased sharply. The largest risk factor is the use of antibiotics. The purpose of this study was to know how to determine
the prevalence and characteristics of subjects with Toxigenic Clostridium difficile and to assess the ability of the toxin rapid test compared
to real-time PCR. Ninety adult subjects with antibiotic therapy more than two (2) weeks were enrolled in this study. The results of toxin
rapid test and real-time PCR were presented in a 2x2 table, statistical test used was Chi square. The prevalence of Toxigenic Clostridium
difficile based on the toxin rapid test and by real-time PCR was 27.3% and 37.5%, respectively. There were significant differences between
stool consistency and number of antibiotics used with the detection of Toxigenic Clostridium difficile. There was a relationship between
the duration of antibiotic therapy with the detection of Toxigenic Clostridium difficile using real-time PCR (p=0.010, RR=2.116). The
sensitivity, specificity, PPV, NPV, PLR and NLR rapid test against real-time PCR were 69.7%; 98.2%; 95.8%; 84.4%; 39.2 and 0.31,
respectively. This study concluded that the prevalence of Clostridium difficile in RSCM was higher compared to that in Malaysia, Thailand
and India; the subjects with antibiotic therapy for more than four (4) weeks had a double risk to have Toxigenic Clostridium difficile
than subjects with antibiotic therapy for less than that time (4 weeks). Thus, in this study, toxin rapid test could be used as a tool to
detect Toxigenic Clostridium difficile.

Key words: Toxigenic clostridium difficile, toxin rapid test, real-time PCR, sensitivity, specificity

ABSTRAK

Infeksi Clostridium difficile toksigenik meningkat tajam, hal tersebut menyebabkan Pseudo Membrane Colitis (PMC) dan
Clostridium Difficile Associated Diarrhea (CDAD). Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui jumlah pasien penyakit dan gambaran
ciri subjek dengan Clostridium difficile toksigenik serta menilai kemampuan uji cepat toksin terhadap real time PCR. Subjek penelitian
adalah 90 orang dewasa yang diobati antibiotik lebih dari dua (2) minggu. Hasil memeriksa pada penggunaan uji cepat dan real
time PCR disajikan dalam tabel 2x2 dan diuji kemaknaannya dengan Chi Kuadrat. Jumlah pasien Clostridium difficile toksigenik
berdasarkan uji cepat toksin adalah 27,3% dan real time PCR 37,5%. Perbedaan bermakna yang terdapat ialah konsistensi tinja dan
jumlah antibiotik dengan terdeteksinya Clostridium difficile toksigenik. Hubungan lama pengobatan antibiotik dengan terdeteksinya
kejadian Clostridium difficile toksigenik terdapat ketika menggunakan real time PCR (p=0,010, kebahayaan relatif=2,116). Kepekaan,
kekhasan, nilai duga positif, nilai duga negatif, angka banding kemungkinan positif dan uji cepat angka banding kemungkinan
negatif toksin terhadap real time PCR berturut-turut adalah 69,7%; 98,2%; 95,8%; 84,4%; 39,2 dan 0,31. Berdasarkan telitian ini
dapat disimpulkan bahwa jumlah pasien Clostridium difficile di RSCM lebih tinggi dibandingkan di Malaysia, Thailand dan India.
Subjek yang diobati dengan antibiotik lebih dari empat (4) minggu berkebahayaan terdeteksi Clostridium difficile toksigenik dua (2)
kali lebih besar dibandingkan dengan subjek yang diobati antibiotik kurang dari empat (4) minggu. Uji cepat toksin dapat digunakan
sebagai alat untuk deteksi kejadian Clostridium difficile toksigenik.

Kata kunci: Clostridium difficile toksigenik, uji cepat toksin, real-time PCR, kepekaan, kekhasan

PENDAHULUAN
antibiotik digunakan dalam jangka lama atau beberapa

Penggunaan antibiotik bagi pasien sudah menjadi
hal lazim. Penggunaan antibiotik ini bukan saja karena
penyakit infeksi yang menjadi penyebab orang yang
sakit dirawat, tetapi juga karena penyakit tersebut
kerap didapatkan oleh mereka selama dirawat di
rumah sakit. Antibiotik di satu sisi memang membantu
mengatasi penghilangan penyebab infeksi, tetapi di sisi
lain menimbulkan permasalahan baru terutama bila

macam obat tersebut sekaligus digunakan.!

Salah satu permasalahan yang timbul sebagai
dampak pemakaian antibiotik di rumah sakit adalah
pengidapan infeksi Clostridium difficile (C.difficile)
oleh C.difficile toksigenik. Infeksi ini menimbulkan
manifestasi klinis yang beragam, dari gejala ringan
seperti diare ringan, hingga kolitis pseudomembran
(pseudomembran colitis, PMC) dan megakolon.?
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Penggunaan antibiotik spektrum luas yang
cenderung semakin meningkat dan kurang terkendali
digabungkan dengan pengawasan yang kurang
serta peningkatan jumlah pasien yang berusia lanjut
menghadapkan petugas kesehatan kepada ancaman
kejadian peningkatan infeksi C.difficile yang tidak
disadarinya.?

Jumlah pasien C.difficile dewasa dengan diare
yang berhubungan dengan pengobatan antibiotik
di Thailand pada tahun 2003 adalah 18,64%.4
Berdasarkan telitian pada tahun 2012 di Malaysia,
dilaporkan sebanyak 13,7% sampel tinja dari
pasien yang beriwayat positif pengobatan antibiotik
mengandung toksin C.difficile.> Sedangkan di India
pada tahun 1999, 15% dari kasus diare nosokomial
disebabkan oleh infeksi C.difficile.®

Pengujian yang dijadikan rujukan untuk
pemeriksaan C.difficile adalah kultur toksigenik.
Pengujian ini memerlukan prasarana kultur sel
maupun kultur anaerob dan tenaga ahli untuk
mengidentifikasi dampak sitopatik.” Deteksi
toksin C.difficile dengan metode Engyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) lebih cepat dan tidak
mahal, tetapi tidak peka. Pilihan lain adalah uji cepat
dengan asas Immunochromatographic Test (ICT).
Pengujian ini sangat mudah, tidak memerlukan tenaga
terlatih, hasil dapat diperoleh dalam waktu cepat dan
mempunyai kepekaan tinggi (lebih dari 90%).°

Pemeriksaan lain adalah menggunakan teknik
Real Time Polymerase Chain Reaction (real time PCR).
Real time PCR adalah cara memeriksa yang memiliki
kepekaan dan kekhasan tinggi serta hasil yang relatif
cepat. Saat ini telah tersedia pemeriksaan real time
PCR untuk C. difficile seperti Simplexa™ C.difficile
Universal Direct yang dapat mendeteksi gen toksin
B C.difficile. Loeffelholz dkk!® membandingkan
Simplexa™ C.difficile Universal Direct dengan metode
rujukan dan diperoleh hasil kepekaan dan kekhasan
Simplexa™ C.difficile Universal Direct. Terhadap metode
ruyjukan tersebut berturut turut didapatkan hasil
sebanyak 100% dan 97,5%.10 Pemeriksaan ini, karena
harganya mahal, saat ini cara tersebut belum dapat
dilakukan secara rutin.!!

Berdasarkan hal tersebut di atas, penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui jumlah pasien dan
gambaran ciri spesimen dan subjek dengan C.difficile
toksigenik dan yang diberi obat antibiotik serta menilai
kemampuan uji cepat dibandingkan dengan real time
PCR dalam mendeteksi C.difficile toksigenik pada
subjek dengan pengobatan antibiotik. Hasil telitian ini
diharapkan dapat membantu penatalaksanaan pasien
pengidap C.difficile toksigenik dengan lebih cepat dan
tepat dan mencegah manifestasi klinis yang berat serta
penambahan lama waktu rawat inap yang berdampak
pada peningkatan biaya perawatannya.

METODE

Rancangan penelitian ini telah disetujui oleh
Panitia Etik Penelitian FKUI-RSCM. Penelitian
dilakukan di ruang rawat inap Gedung A RS Cipto
Mangunkusumo dan Departemen Patologi Klinik FKUI-
RSCM antara bulan Januari—Mei 2014. Rancangan
penelitian adalah prospektif, dalam hal ini sebanyak 90
subjek dewasa yang dirawat inap dengan pengobatan
antibiotik (kecuali yang diberi metronidazol dan atau
vankomisin) lebih dari dua (2) minggu, mempunyai
tinja konsistensi antara lembek—cair, serta bersedia
mengikuti kegiatan pengkajian ini. Uji cepat yang
digunakan pada penelitian ini adalah Immunoquick® C.
difficile GDH dan Immunoquick® ToxA/B dari Biosynex,
sedangkan real time PCR menggunakan Simplexa™ C.
difficile Universal Direct dari Focus Diagnostics.

Subjek penelitian diminta memberikan tinjanya
saat buang air besar. Tinja yang terkumpul disimpan
pada suhu -20°C sampai jumlah sampel terpenuhi.
Bila jumlah sampel telah terpenuhi, maka tinja
dicairkan pada suhu ruang (25°C) selama 30 menit-1
jam. Selanjutnya diperiksa secara uji cepat dan real
time PCR sesuai petunjuk yang terdapat di lembaran
masing-masing.

Data subjek penelitian dan hasil memeriksa dicatat
dalam tabel induk. Umur subjek digolongkan dalam
golongan menurut umur <60 tahun dan =60 tahun.
Jenis antibiotik digolongkan dalam kebahayaan tinggi
dan rendah dan jumlah antibiotik dibagi dalam jumlah
macam antibiotik yaitu <3 dan =3. Lama pengobatan
antibiotik digolongkan menjadi <4 minggu dan =4
minggu, data yang diperoleh selanjutnya diolah
secara deskriptif dan analitik menggunakan program
Statistical product and Service Solution (SPSS) ver 20.

Data hasil memeriksa C.difficile toksigenik
menggunakan uji cepat dan real time PCR disajikan
dalam bentuk tabel 2x2. Hasil memeriksa real time
PCR digunakan sebagai bakuan emas. Tabel ini
selanjutnya digunakan untuk menghitung kepekaan,
kekhasan, nilai duga positif dan nilai duga negatif,
angka banding kemungkinan positif dan yang negatif
uji cepat terhadap real time PCR.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini berhasil dikumpulkan 90
sampel. Dua sampel tidak disertakan karena hasilnya
tidak sah. Hasil uji cepat antigen 46 positif dan 42
negatif dan yang mengandung toksin 24 positif dan
64 negatif, sedangkan hasil real time PCR 33 positif
dan 55 negatif.

Hasil deteksi C.difficile menggunakan uji cepat
dan real time PCR berdasar ciri spesimen dan subjek
ditampilkan di Tabel 1.
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Tabel 1. Deteksi C.difficile berdasar ciri spesimen dan subjek penelitian

Jumlah ke-

Ciri spesimen dan subjek seluruhan (n=88)

Uji cepat antigen
positif, n (%)$

Real time PCR
positif, n (%) $

Uji cepat toksin
positif, n (%) $

Konsistensi tinja

Cair 21
Lembek 67
Jenis kelamin

Laki laki 45
Perempuan 43
Umur (tahun)

=60 tahun 18
<60 tahun 70
Lama pengobatan antibiotik

=4 minggu 15
<4 minggu 73
Jenis antibiotik

Kebahayaan tinggi * 85
Kebahayaan rendah** 3
Jumlah macam antibiotik

=3 antibiotik 38
<3 antibiotik 50

7 (33,3) 1(4,8) 3 (14,3)
39 (58,2) 23 (34,3) 30 (44,8)
22 (48,9) 12 (26,7) 15 (33,3)
24 (55,8) 12 (27,9) 18 (41,9)
10 (55,6) 2 (11,1) 4(22,2)
36 (51,4) 22 (31,4) 29 (41,4)

9 (60,0) 7 (46,7) 10 (66,7)
37 (50,7) 17 (23,3) 23 (31,5)
45 (52,9) 24 (28,2) 33 (38,8)

1(33,3) 0 (0) 0 (0)
24 (63,2) 14 (36,8) 19 (50,0)
22 (44,0) 10 (20.0) 14 (28,0)

*Klindamisin, golongan sefalosporin, golongan kuinolon, ampisilin

**Antibiotik lain yang bukan tergolong dalam antibiotik berkebahayaan tinggi

$ Persen dalam baris

Berdasar Tabel 1, dapat dihitung jumlah pasien
C.difficile toksigenik berdasarkan uji cepat dan real time
PCR, yaitu 24/88=27,3%; dan 33/88=37,5%. Kedua
hasil ini lebih tinggi dibandingkan hasil yang diperoleh
di Malaysia tahun 2012 (13,7%)°, Thailand tahun
2003 (18,64%)* dan India tahun 1999 (15%)¢. Hal
ini kemungkinan karena pemilihan subjek yang lebih
ketat pada penelitian ini, yaitu yang bersangkutan
telah mendapat pengobatan antibiotik lebih dari dua
(2) minggu.

Satu dari 21 sampel yang cair (4,8%) dan 23 dari
67 yang lembek (34,3%) memberikan hasil positif
menggunakan uji cepat toksin. Tiga dari 21 sampel
yang cair (14,3%) dan 30 dari 67 yang lembek (44,8%),
memberi hasil positif menggunakan real time PCR. Hal
ini kemungkinan karena sampel berbentuk cair akibat
dampak pengenceran, menyebabkan jumlah bakteri
atau toksin berada di bawah batas deteksi real time
PCR maupun uji cepat, sehingga hasil pemeriksaan
menjadi negatif.

Pada penelitian ini, hasil uji positif C.difficile
toksigenik antara laki laki dan perempuan tidak
jauh berbeda. Berdasarkan uji cepat 12 dari 45 orang
laki laki (26,7%) dan 12 dari 43 perempuan (27,9%)
positif C.difficile toksigenik. Berdasarkan real time
PCR. Lima belas dari 45 laki laki (33,3%) dan 18 dari
43 perempuan (41,9%) positif C.difficile toksigenik.
Hal ini sesuai dengan telitian Dubberke dkk!? yang

menyimpulkan bahwa jenis kelamin bukan merupakan
faktor kebahayaan bermakna untuk infeksi C.difficile
toksigenik.12

Dua dari 18 (11,1) subjek berumur =60 tahun dan
22 dari 70 yang berumur <60 tahun (31,4%) positif
akibat C.difficile toksigenik dengan uji cepat. Berdasar
real time PCR, 4 dari 18 subjek yang berumur =60
tahun (22,2%) dan 29 dari 70 yang <60 tahun (41,4%)
menunjukkan hasil positif. Pada penelitian ini tidak
terlihat ada peningkatan kebahayaan infeksi pada
usia =60 tahun. Hasil ini berbeda dengan telitian
McDonald dkk!3 dan Loo dkk!# yang menyatakan
bahwa umur berhubungan erat dengan peningkatan
kebahayaan infeksi C.difficile terutama mereka yang
berumur =60 tahun. Hal ini kemungkinan disebabkan
sebaran umur subjek tidak merata, yaitu 70 dari 88
orang berumur <60 tahun (79,5%) dan 18 dari 88
mereka yang berumur =60 tahun (20,5%).

Peningkatan kebahayaan infeksi pada usia tua
dihubungkan dengan penurunan respons imun
terhadap infeksil®, baik imunitas bawaan maupun
adaptif, yaitu gangguan fungsi makrofag dan limfosit
B.16 Hal ini senada dengan yang dikemukakan Kyne
dkk!” bahwa kadar IgG terhadap toksin A di serum
karier tidak bergejala lebih tinggi dibandingkan dengan
subjek yang terinfeksi C.difficile toksigenik.17-18

Delapan puluh lima dari 88 subjek penelitian
(96,6%) mendapat obat antibiotik berkebahayaan
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tinggi untuk infeksi C.difficile toksigenik terjadi,
yaitu: ampisilin, golongan sefalosporin dan kuinolon
klindamisin. Tiga puluh tiga dari 85 subjek (38,8%)
diberi obat antibiotik mendapatkan kebahayaan tinggi
positif C.difficile toksigenik dengan real time PCR.
Bila diperiksa dengan uji cepat, 24 dari 85 subjek
(28,2%) mendapatkan positif C.difficile toksigenik.
Tiga subjek yang diberi obat antibiotik berkebahayaan
rendah, terkait C.difficile toksigenik dan diperiksa
menggunakan uji cepat maupun real time PCR tidak
terdeteksi. Dial dkk!® dan Pepin dkk!® menyatakan
jenis dan jumlah antibiotik berpengaruh terhadap
kejadian infeksi C.difficile.!> 1?

Empat belas dari 38 subjek (36,8%) yang diobati
=3 macam antibiotik dan 10 dari 50 orang (20,0%)
yang pemberiannya kurang dari jumlah tersebut dan
diperiksa menggunakan uji cepat terdeteksi C.difficile
positif toksigenik. Bila menggunakan real time PCR,
19 dari 38 subjek yang diobati =3 macam antibiotik
(50,0%) dan 14 dari 50 orang yang pemberiannya <3
macam antibiotik (28,0%) menunjukkan hasil positif.
Hasil ini sesuai dengan telitian Dial dkk!® bahwa
infeksi C.difficile dipengaruhi oleh jumlah maupun
jenis antibiotik yang digunakan sebagai pengobatan.
Semakin banyak macam antibiotik yang diberikan,
gangguan keseimbangan flora normal akan semakin
nyata, sehingga kemungkinan terinfeksi C.difficile lebih
besar dibandingkan dengan pengobatan tunggal.l> 19

Hasil deteksi C.difficile toksigenik berdasarkan
lama pengobatan antibiotik menggunakan real time
PCR ditampilkan di Tabel 2

Tujuh dari 15 subjek yang diobati antibiotik selama
=4 minggu (46,7%) dan 17 dari 73 yang diberi obat
yang sama <4 minggu positif mengalami C.difficile
toksigenik (23,3%). Yang bersangkutan diperiksa
menggunakan uji cepat. Berdasar real time PCR, 10
dari 15 subjek yang diobati antibiotik selama =4
minggu (66,7%) dan 23 dari 73 (31,5%) mereka
yang diberi antibiotik <4 minggu ditemukan positif
terdapat C.difficile toksigenik. Bila dihitung dengan Chi
Kuadrat, terdapat hubungan antara lama pengobatan
antibiotik dengan terdeteksinya C.difficile toksigenik
menggunakan real time PCR (p=0,010; RR=2,116). Hal
ini berarti subjek yang diobati antibiotik selama =4

minggu memiliki kebahayaan dua (2) kali lebih besar
untuk terdeteksi C.difficile toksigenik dibandingkan
mereka yang diobati antibiotik <4 minggu. Stevens
dkk?0 dalam penelitian kasus pengendalian
retrospektif tertentu menyatakan bahwa subjek dengan
median lama pengobatan >18 hari memiliki angka
banding bahaya dua kali lebih besar dibandingkan
kelompok pembandingnya.20 Pepin dkk!® menyatakan
hal serupa yaitu terdapat peningkatan angka banding
bahaya di subjek yang diobati antibiotik selama =7
hari dibandingkan dengan yang kurang dari itu untuk
jenis obat yang sama.l®

Hasil deteksi C.difficile menggunakan uji cepat
untuk toksin dibandingkan dengan metode real time
PCR ditampilkan di Tabel 3.

Deteksi C.difficile toksigenik menggunakan uji
cepat dibandingkan dengan metode real time PCR
diperoleh nilai kepekaan 69,7%, kekhasan 98,2%, nilai
duga positif 95,8% dan yang negatif 84,4%, angka
banding kemungkinan positif 39,2 serta yang negatif
0,31. Alat tertentu dikatakan memiliki nilai diagnostik
baik bila nilai angka banding kemungkinan positif
lebih besar daripada 10 sedangkan angka banding
kemungkinan negatif mendekati 0,1.21-22

Uji cepat memiliki nilai diagnostik yang baik
karena memiliki kekhususan yang tinggi meskipun
kepekaannya sedang. Uji dengan kekhususan yang
tinggi baik digunakan untuk kepentingan diagnosis,
artinya bila hasilnya positif, maka kemungkinan besar
subjek benar-benar sakit. Bila hasil mengujinya negatif
harus dikukuhkan dengan pemeriksaan yang lebih
peka dan khas seperti real time PCR.

Tabel 3. Hasil deteksi C.difficile menggunakan uji cepat untuk
toksin dibandingkan dengan metode real time PCR

Uji cepat Real time PCR Jumlah
untuk toksin Positif Negatif keseluruhan
Positif 23 1 24
Negatif 10 54 64
Jumlah keseluruhan 33 55 88

Tabel 2. Deteksi C.difficile toksigenik berdasarkan lama pengobatan antibiotik menggunakan pemeriksaan real time PCR

C.difficile toksigenik

Kebahayaan relatif

Lama pengobatan Jumlah P (selang kepercayaan
Positif Negatif keseluruhan 95%)
>4 minggu 10 5 15
<4 minggu 23 50 73 0,010 2,116
Jumlah keseluruhan 33 55 88 (1,293-3,462)
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SIMPULAN DAN SARAN

Jumlah pasien C.difficile toksigenik di pengidap
yang diobati antibiotik di RSCM berdasarkkan uji
cepat untuk toksin dan real time PCR lebih tinggi
dibandingkan dengan jumlah pengidap di Malaysia,
Thailand dan India. Perbedaan bermakna terdapat
antara konsistensi tinja, lama pengobatan antibiotik
dan jumlah obat tersebut dengan terdeteksinya
C.difficile toksigenik yang menggunakan real time PCR.
Antara lama pengobatan antibiotik dan terdeteksinya
C.difficile toksigenik yang menggunakan real time
PCR (p=0,010, kebahayaan relatif: 2,116). Kepekaan
uji cepat untuk toksin dengan penggunaan real time
PCR dalam mendeteksi C.difficile toksigenik terdapat
hubungan, yaitu jika hasilnya sebesar 69,7%; kekhasan
98,2%; nilai duga positif 95,8%, nilai duga negatif
84,4%, angka banding kemungkinan positif 39,2 dan
angka banding kemungkinan negatif 0,31.

Para peneliti ini menganggap, bahwa perlu
dilakukan penelitian sejenis untuk mengetahui
hubungan ciri subjek dengan mencari terdeteksinya
C.difficile toksigenik dengan menggunakan sampel
yang lebih besar, agar sebarannya di setiap kelompok
tidak jauh berbeda, sehingga dapat dianalisis dengan
baik. Uji cepat untuk toksin dapat digunakan sebagai
alat mendiagnosis guna mendeteksi C.difficile
toksigenik.
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