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Abstract

Corynebacterium diphteriae’s toxin can be detected by using in vivo and in vitro examination.
Detection of the toxin using the guinea pig is a gold standard. This method requires a long time and has
been opposed by animal right organization. There is another alternative method such as vero cell
cytotoxicity and Elek test. The limitation of these methods are reagent procurements, technical skill, and
a long processing time. Other alternative method like polymerase chain reaction (PCR) can overcome the
limitation. PCR can detect the toxin quickly and the results can be interpreted easily. Some previous study
showed there was the difference results between PCR and Elek test or vero cell cytotoxicity. The Aim of
this study is to compare genotypic toxin detection using PCR and phenotypic detection using Elek test, on
some isolates that caused diphtheria outbreak in Indonesia. A total of 12 isolates have been tested in this
study. These isolates were obtained from the outbreak cases in Indonesia and isolated in Bacteriology
Laboratory, Center for Research and Development of Biomedical and Basic Technology of Health. This
study used reference strains as positive and negative controls (NCTC 10648, NCTC 3984 and NCTC
10356). All samples were examined by PCR for toxin genotyping detection, and Elek test for phenotyping
detection. The results showed as many as 10 isolates were toxigenic C. diphtheriae while the remaining
were non-toxigenic. There was no nontoxigenic tox-gene bearing (NTTB). There were no difference
results between PCR and Elek test to detect the toxin. Base on the results of this study, there was a 100%
conformity results between PCR and Elek test to detect the toxin of C. diphteriae.

Key word: C. diphtheria, toxigenicity, PCR, Elek test.

Abstrak

Toksigenisitas (kemampuan mengeluarkan toksin) Corynebacterium diphtheriae dapat diketahui
dengan pemeriksaan in vivo maupun in vitro. Pemeriksaan in vivo menggunakan guinea pig sebagai gold
standard banyak ditentang pecinta binatang dan memakan waktu cukup lama. Sebagai alternatif gold
standard adalah vero cell cytotoxicity dan Elek test. Kedua pemeriksaan ini terkendala pengadaan reagen,
kemampuan teknis dan lama waktu yang dibutuhkan. PCR (polymerase chain reaction) menjadi alternatif
pilihan untuk pemeriksaan toksigenisitas secara cepat dan relatif lebih mudah dalam interpretasi hasil.
Namun demikian, beberapa penelitian sebelumnya mengindikasikan adanya perbedaan hasil antara PCR
dengan Elek test dan vero cell cytotoxicity. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan hasil
pemeriksaan toksigenisitas secara genotip menggunakan PCR dan fenotip menggunakan Elek test pada
beberapa isolat C. diphtheriae penyebab difteri di Indonesia. Sampel penelitian berupa 12 isolat klinis C.
diphtheriae penyebab kasus difteri di Indonesia, milik Laboratorium Bakteriologi, Puslitbang Biomedis
dan Teknologi Dasar Kesehatan. Kontrol positif dan negatif pemeriksaan menggunakan strain referensi
(NCTC 10648, NCTC 3984 dan NCTC 10356). Semua sampel diidentifikasi secara genotip
menggunakan PCR dan fenotip menggunakan Elek test. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 12
isolat yang diperiksa, 10 diantaranya adalah jenis toksigenik dan 2 lainnya non-toksigenik. Tidak
ditemukan adanya strain non-toxigenic tox-gene bearing (NTTB). Hasil yang sama terlihat pada
pemeriksaan PCR maupun Elek test. Oleh karena itu disimpulkan bahwa pada penelitian ini kesesuaian
hasil pemeriksaan toksigenisitas C. diphtheriae penyebab kasus difteri di Indonesia secara genotip
menggunakan PCR dan fenotip menggunakan Elek test mencapai 100%.

Kata kunci: C. diphtheriae, toksigenisitas, PCR, Elek test.
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Pendahuluan

Corynebacterium diphtheriae adalah
agen penyebab penyakit difteri dan
merupakan spesies utama penyebab
penyakit pada manusia dari Genus
Corynebacterium.' Sebelum era vaksinasi,
difteri merupakan penyabab utama
kematian  pada  anak-anak. Sejak
dilakukannya program imunisasi secara
global, kasus difteri menurun secara
signifikan di berbagai belahan dunia.’
Namun demikian, difteri belum bisa
dieradikasi, wabah difteri tetap terjadi di
berbagai negara. Kasus wabah difteri
terbesar pada era vaksinasi terjadi di Rusia
dan negara-negara bekas Uni Soviet tahun
1990-an dengan korban lebih dari 4.000
penderita meninggal dunia.”* Khusus di
Indonesia, kejadian luar biasa (KLB)
difteri terjadi hampir di seluruh provinsi.
Pada beberapa tahun terakhir, Indonesia
selalu menempati peringkat ke-2 penderita
difteri terbanyak setelah India, baru pada
tahun 2014 dan 2015 menempati peringkat
ke-3 setelah terjadi peningkatan kasus di
Nepal dan Madagascar™®

Faktor virulensi utama C.
diphtheriae adalah toksin difteri yang
berhubungan dengan gambaran sistemik
penyakit difteri. C. diphtheriae yang
masuk ke dalam tubuh, melekat dan
berkembang biak pada mukosa saluran
nafas atas. Bakteri akan mengeluarkan
beberapa produk metabolit, diantaranya
toksin difteri. Toksin yang terbentuk akan
diserap melalui membran  mukosa,
menimbulkan peradangan, destruksi sel
epitel dan akhirnya terjadinya nekrosis.
Pada daerah nekrosis terbentuk fibrin yang
diinfilterasi leukosit. Hal ini menyebabkan
terbentuknya membran palsu yang sulit
terlepas dan mudah berdarah. Membran
palsu (pseudomembran) biasanya
terbentuk pada tonsil, faring, laring,
bahkan bisa meluas sampai dengan trakhea
dan bronkhus. Pseudomembran ini diikuti

dengan edema jaringan mukosa di
bawahnya sehingga dapat menyebabkan
terjadinya  obstruksi  saluran  nafas.
Selanjutnya  toksin akan  memasuki
peredaran darah dan menyerang berbagai
organ terutama sel jantung dan saraf
karena pada tempat tersebut terdapat
banyak reseptor toksin difteri. Efek pada
jantung dapat mengakibatkan terjadinya
myocarditis dan payah jantung, sedangkan
pada jaringan saraf akan menyebabkan
terjadinya polineuropati. Kematian
biasanya disebabkan gagal jantung dan
gangguan pernafasan.” """

Berdasarkan kemampuannya dalam
menghasilkan toksin difteri, C. diphtheriae
dibedakan menjadi 2, yaitu toksigenik dan
non-toksigenik. Bakteri yang mampu
menghasilkan toksin difteri disebut strain
toksigenik, sementara bakteri yang tidak
mampu memproduksi toksin disebut strain
non—toksigenik.“'12 Selain itu ada yang
dikenal dengan istilah strain nontoxigenic
tox-gene bearing (NTTB). Strain NTTB
adalah bakteri yang secara genetik
memiliki gen pengkode sintesis toksin
(gen tox), namun tidak terekspresi
sehingga secara fenotif tidak menghasilkan
toksin."”'* Gen rox merupakan seperangkat
gen yang dibawa oleh Corynephage,
sejenis virus yang menginfeksi bakteri
penyebab difteri. Jika terjadi proses
lysogenik, gen fox akan terinsersi ke dalam
kromosom bakteri dan mempengaruhi
perilaku bakteri tersebut yang pada
awalnya bersifat non-toksigenik akan
menjadi toksigenik.”” Gen fox inilah yang
dideteksi dan digunakan sebagai penanda
toksigenisitas bakteri secara genotip pada
pemeriksaan PCR.'®'""'®

Pemeriksaan toksigenisitas secara
genotip dengan PCR menjadi alternatif
pilihan di banyak laboratorium karena
lebih cepat dan relatif lebih mudah dalam
interpretasi hasil."” PCR juga bermanfaat
untuk pemeriksaan toksigenisitas pada
kasus yang —bakterinya tidak dapat
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diisolasi (kultur negatif). Namun seperti
telah dikemukakan di awal bahwa pada
strain NTTB, secara fenotip bakteri tidak
menghasilkan toksin difteri. Dalam kasus
demikian, akan terjadi perbedaan hasil
pemeriksaan antara metode PCR yang
berbasis  genotip  dengan  metode
konvensional yang berbasis fenotip. Ada
beberapa penelitian yang menemukan
ketidaksesuaian hasil PCR dibandingkan
dengan metode konvensional (Elek test
dan vero cell cytotoxicity).zo’21

Elek test dan vero cell cytotoxicity
merupakan alternatif gold standard
pemeriksaan toksigenisitas bakteri
penyebab difteri yang dalam pemeriksaan
dengan guinea pig sebagai gold standard
menemui banyak hambatan. Namun,
aplikasi kedua pemeriksaan ini di
laboratorium sering terkendala masalah
ketersediaan bahan, keterbatasan
kemampuan teknisi dan lama waktu yang
dibutuhkan.””*’ Di sisi lain, realitas di
lapangan menunjukkan bahwa jumlah
strain NTTB tidak banyak ditemukan
sehingga pada beberapa penelitian,
kesesuaian hasil antara PCR dan metode

konvensional mencapai 100%."'%"*
Penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan hasil pemeriksaan

toksigenisitas secara genotip menggunakan
PCR dan fenotip menggunakan Elek test
pada beberapa isolat C. diphtheriae
penyebab difteri di Indonesia.

Metode

Sampel

Penggunaan sampel isolat klinis dan
seluruh  prosedur yang ada dalam
penelitian ini telah mendapat persetujuan
etik dari Komisi Etik  Penelitian
Kesehatan, Badan Litbangkes No.
LB.02.01/52/KE.200/2014. Sampel
penelitian berupa 12 isolat klinis C.
diphtheriae penyebab kasus difteri di
Indonesia (milik Laboratorium
Bakteriologi, Puslitbang Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan). Tiga isolat
C. diphtheriae strain referensi (NCTC
10648, NCTC 3984 dan NCTC 10356)
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digunakan sebagai kontrol positif dan
kontrol negatif pemeriksaan. NCTC 10648
dan NCTC 3984 adalah C. diphtheriae
toksigenik yang mampu menghasilkan
toksin difteri. NCTC 10356 adalah C.
diphtheriae biotipe belfanti yang tidak
mampu menghasilkan toksin difteri (non-
toksigenik). Isolat referensi diperoleh dari
Health Protection Agency (HPA) United
Kingdom melalui Balai Besar
Laboratorium Kesehatan Surabaya.

Seluruh sampel baik isolat klinik
maupun isolat strain referensi dikultur
pada medium agar darah dan diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 24 jam. Sel
bakteri dipanen dari koloni yang tumbuh
untuk pemeriksaan toksigenisitas secara
genotip menggunakan PCR  maupun
fenotip menggunakan Elek test.

Elek Test
Pemeriksaan toksigenisitas seca-ra
fenotip dilakukan dengan metode Elek test
yang telah  dimodifikasi  mengikuti
prosedur yang dikembangkan oleh Engler,
et.al.”* Elek base medium 2,5 ml dalam
tabung  reaksi  disterilisasi  dengan
autoclave 121 °C selama 15 menit,
didiamkan  sampai suhu 55 °C,
ditambahkan/dicampur dengan 0,5 ml
Newborn Bovine Serum (Sigma) dan
dituang ke petri disc kecil (diameter 4,5
cm). Disc antitoksin berisi 10 IU ADS
(Biofarma) diletakkan di bagian tengah
petri disc dan isolat C. diphtheriae
diinokulasi pada bagian tepi dengan jarak
1 cm dari disk antitoksin. Inkubasi
dilakukan pada suhu 37 °C selama 24-48
jam. Presipitasi berbentuk garis putih
dievaluasi di antara disk antitoksin dan
inokulasi bakteri. Bila terlihat garis
presipitasi maka disimpulkan hasil Elek
test positif dan jika tidak terlihat
presipitasi maka hasil dianggap negatif.
Elek base medium dibuat
berdasarkan formula yang dikembangkan
dan dipublikasi oleh Stephen D. Elek
tahun 1949. Campuran pertama terdiri
dari 22 gr proteose peptone (difco), 3 gr
maltose (Merk), dan 0,7 ml asam laktat
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(Oxoid) dilarutkan dalam Aquadest 500 ml
ditambah dengan 40% NaOH, kemudian
direbus sampai semua bahan terlarut dan
disaring dengan kertas filter. Untuk
membuat pH 7,8 ditambahkan HCL.
Campuran kedua terdiri dari 3% agar base
ditambah 1% NaCl dan HCL untuk
membuat pH 7,8 dalam 500 ml aquadest.
Setelah  disaring, campuran pertama
ditambah campuran kedua, dimasukkan ke
dalam tabung, dan disterilisasi dengan
autoclave 121 °C selama 10 menit.

PCR

Pemeriksaan toksigenisitas secara
genotip dilakukan dengan metode PCR.
Ekstraksi DNA dilakukan dengan kit
komersial QiaAmp DNA  Minikit
(Qiagen). Prosedur ekstraksi mengikuti
petunjuk yang terlampir dalam kit dengan
sedikit modifikasi pada volume sampel
dan volume akhir. Sebanyak 100 ul
suspensi sel dimasukkan dalam microtube
1,5 ml ditambahkan dengan 20 ul
proteinase K dan 200 ul buffer AL,
dihomogenisasi dengan vortex selama 15
detik dan diinkubasi pada suhu 56 °C
selama 10 menit serta 95 °C selama 5
menit. Campuran tersebut ditambah
dengan 100 ul ethanol absolut,
dihomogenisasi dengan vortex selama 15
detik, kemudian dipindahkan dalam tube
berfilter (mini column) dan disentrifugasi
8.000 rpm selama 3 menit. Supernatan
dibuang dan filter dibilas dengan 750 ul
buffer AWI, disentrifugasi 8000 rpm
selama 3 menit dan supernatant dibuang.
Proses pembilasan ini dilakukan lagi
dengan cara yang sama menggunakan
buffer AW2. Selanjutnya dilakukan

sentrifugasi  kering dengan kekuatan
14.000 rpm selama 1 menit. Terakhir, filter
ditempatkan pada tabung baru, dibilas
dengan 200 ul buffer AE, dan
disentrifugasi 8.000 rpm selama 1 menit.
Filter dibuang dan supernatant disimpan
pada suhu —20 °C untuk digunakan sebagai
template DNA.

Proses amplifikasi dilakukan
menggunakan sepasang primer (1* Base
Oligos) dengan target gen dtx/tox dengan
panjang produk PCR 551 bp. Sekuens
primer adalah sebagai berikut:

Forward Primer (F) :5°-
CAAAAGGTTCGGTGATGGTGCTTC -
3 b

Reverse Primer (R) :5°-
GACAATTCAGGATGCTCTAATGCC -
3 b

Volume final sebanyak 25 ul terdiri
dari 12,5 ul Kapa Multiplex 2G fast (Kapa
Biosystem), 1,25 ul masing-masing
primer, 8 ul molecular water (Genekam)
dan 2 ul template DNA. Proses amplifikasi
menggunakan mesin thermal cycler C1000
(Biorad) mengikuti kondisi PCR sebagai
berikut: 95 °C selama 3 menit, diikuti 35
siklus yang terdiri dari 95°C selama 15
detik, 60°C selama 30 detik, dan 72 °C
selama 30 detik. Produk PCR (amplikon)
diseparasi dengan mesin elektroforesis
(150 Volt selama 30 menit) pada 2% Gel
Agarose (Genekam) yang diwarnai dengan
Gel red (Biotium) menggunakan TBE
buffer (Invitrogen). Hasil
dibaca/divisualisasi dengan Gel doc XR
plus (Biorad).
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Gambar 1
Hasil Elek test: garis presipitasi ditunjukkan dengan tanda panah

Hasil

Elek test

Gambaran hasil pemeriksaan Elek
test dapat dilihat pada Gambar 1.
Gambar 1 menunjukkan bahwa garis
presipitasi berwarna putih di antara
cakram antitoksin (tengah) dan tempat
inokulasi bakteri terlihat pada kedua

PCR

kontrol positif (++) dan (+) serta sampel
no 9 dan 10. Hal ini menunjukkan
bahwa sampel tersebut merupakan jenis
toksigenik. Sementara itu, pada kontrol
negatif (-) dan sampel nomor 11 tidak
terlihat adanya garis presipitasi. Hal ini
menunjukkan bahwa sampel tersebut
merupakan jenis non-toksigenik.

Hasil pemeriksaan toksigenisitas dengan PCR dapat dilihat pada Gambar 2.

600 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp

551 bp

Gambar 2. Hasil pemeriksaan toksigenisitas dengan PCR: Marker, 100 bp DNA
ladder (M), C. diphtheriae toksigenik (1-10), C. diphtehriae non-toksigenik (11-12),
kontrol negatif dengan ddH,O (N), kontrol positif (P)

Gambar 2 menunjukkan bahwa pita
dengan panjang sekitar 551 bp terlihat
pada sampel 1-10, sebagaimana terlihat
juga pada kontrol positif (P). Hal ini
menunjukkan adanya gen tfox pada
sampel dan disimpulkan bahwa hasil
positif toksigenik. Sementara itu pada
sampel 11 dan 12, pita tidak terlihat

sama sekali sebagaimana juga tidak
terlihat pada kontrol negatif (N). Hal ini
menunjukkan bahwa kedua sampel
tersebut adalah jenis non-toksigenik.

Perbandingan hasil pemeriksaan
PCR dan Elek test semua sampel dapat
dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Perbandingan hasil PCR dan Elek test.

No Sampel PCR Elek test Keterangan
Sampel 01 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 02 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 03 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 04 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 05 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 06 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 07 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 08 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 09 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 10 Toksigenik Toksigenik Sesuai
Sampel 11 Non-toksigenik Non-toksigenik Sesuai
Sampel 12 Non-toksigenik Non-toksigenik Sesuai
Pembahasan ini berdampak pada kegagalan sintesis

Toksin difteri disintesis sebagai
polipeptida rantai tunggal dengan berat
molekul sekitar 62.000 dalton. Toksin
difteri dapat dipecah dengan enzim
protease menjadi 2 fragmen, A (active
atau catalytic domain) dan B (binding
domain). Fragmen A merupakan bagian
aktif toksin yang berhubungan dengan
efek letal sel host, sedangkan fragmen B
merupakan bagian yang berikatan
dengan reseptor pada permukaan sel
host. Kedua fragmen dihubungkan
dengan ikatan single disulfide. Pada
keadaan absensi fragmen B, fragmen A
adalah non toksik karena tidak dapat
menyeberangi membran plasma untuk
menjangkau sitoplasma. Ikatan fragmen
B dengan reseptor pada permukaan sel
host yang disebut heparin binding
epidermal growth factor (HB-EGF)
menyebabkan terjadinya proses
receptor-mediated endocytosis. Proses
ini berakibat pada masuknya toksin
difteri ke dalam sel. Perubahan pH
lingkungan sekitar =~ menyebabkan
terjadinya translokasi fragmen A ke
dalam sitosol. Fragmen A akan
menginaktifasi protein seluler yang
disebut elongation factor 2 (EF-2). Hal

protein dan pada akhirnya terjadi
kematian sel.”*”’

Pemeriksaan toksigenisitas
bakteri C.  diphtheriae  penting
dilakukan untuk kepentingan investigasi
kasus dan pengobatan. Strain toksigenik
membutuhkan penatalaksanaan sesegera
mungkin dengan antibiotik dan ADS
(serum anti difteri). Keterlambatan
pengobatan akan menyebabkan toksin
menyebar ke seluruh tubuh dan
berikatan dengan reseptor toksin pada
permukaan sel, terutama sel saraf dan
jantung. Toksin yang telah berikatan
dengan permukaan sel tidak dapat
dinetralisasi dengan ADS sehingga sel
akan  mengalami  kerusakan dan
kematian. Oleh karena itu, seharusnya
ADS telah diberikan pada 3 hari
pertama sejak timbul gejala klinis.'’

Pemeriksaan toksigenisitas C.
diphtheriae dapat dilakukan secara
genotip maupun fenotip. Pemeriksaan
toksigenisitas secara fenotip yang
dilakukan dengan Elek test,
sebagaimana terlihat pada Gambar 1
menggunakan prinsip immunopresipita
si. Antigen berupa toksin difteri yang
dihasilkan oleh bakteri penyebab difteri
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(yang diinokulasi) akan berikatan
dengan antibodi (ADS) yang berasal
dari disc antitoksin. Ikatan tersebut akan
membentuk garis presipitasi yang dapat
diamati dengan mata telanjang.
Ketebalan medium, jarak antara tempat
inokulasi bakteri dengan disc antitoksin
dan kadar antitoksin dalam disc, bahkan
asal atau pabrik pembuat reagen pun
dapat mempengaruhi hasil
pemeriksaan.”**’ Elek test ditemukan
dan dipublikasikan oleh Stephen Elek
tahun 1949.7 Beberapa modifikasi telah
dilakukan untuk mendapatkan hasil
yang lebih optimal. Pemeriksaan
toksigenisitas bakteri secara fenotip
dengan FElek test memiliki beberapa
kendala untuk dilaksanakan secara
rutin, diantaranya keterampilan teknisi
dan lamanya waktu yang dibutuhkan.”’
Pemeriksaan toksigenisitas
secara genotip dengan PCR
sebagaimana terlihat pada Gambar 2
memiliki keunggulan dari sisi kecepatan
dan kemudahan dalam interpretasi hasil.
Berbagai cara dan modifikasi telah
dilakukan untuk mendapatkan hasil
yang optimal. Nakao, et al. (1997)
mengembangkan PCR untuk
diaplikasikan pada spesimen klinis
(swab tenggorok dan nasofaring)."
Ahmed, et al menggunakan PCR untuk
deteksi C. diphtheriae toksigenik pada
susu.”® PCR untuk pemeriksaan difteri
terus dikembangkan dengan teknik Real
Time PCR, Light Cycler PCR, dan PCR
multipleks."”**"  Namun demikian,
pemeriksaan PCR pada umumnya
memiliki keterbatasan untuk identifikasi
toksigenisitas strain NTTB sehingga
lebih  banyak  digunakan  untuk
kepentingan  skrining  toksigenisitas
bakteri dan dilanjutkan dengan Elek
test. Metode PCR yang digunakan pada
penelitian ini adalah in-house PCR
dengan sepasang primer yang didesain
untuk tidak mengamplifikasi beberapa
strain NTTB. Hal ini dilakukan dengan
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menempatkan salah satu mutasi pada
strain NTTB sebagai tempat
penempelan ujung 3’ primer PCR.

Hasil penelitian sebagaimana
terlihat pada Tabel 1. menunjukkan
bahwa pemeriksaan toksigenisitas 12
isolat C. diphtheriae penyebab kasus
difteri di Indonesia menggunakan PCR,
100% sesuai dengan hasil pemeriksaan
Elek test. Kedua metode tersebut
mengidentifikasi 10 strain toksigenik
dan 2 strain non-toksigenik dari 12
sampel yang diperiksa. Kesesuaian hasil
toksigenisitas antara pemeriksaan secara
genotip dan fenotip ini dapat terjadi
karena tidak adanya strain NTTB
diantara 12 sampel atau ada strain
NTTB namun tidak terjadi hibridisasi
dan amplifikasi “pseudogen” tox pada
strain tersebut. Hasil penelitian ini
serupa dengan penelitian lain yang
dilakukan Nakao, et.al dan Pimenta, et
al.'”'®  Penelitian  ini  memiliki
keterbatasan pada jumlah sampel
sehingga perlu dilakukan evaluasi
dengan jumlah sampel yang lebih
banyak.

Kesimpulan

Pada penelitian ini kesesuaian
hasil pemeriksaan toksigenisitas C.
diphtheriae penyebab kasus difteri di
Indonesia secara genotip menggunakan
PCR dan fenotip menggunakan Elek
test mencapai 100%.

Saran

PCR merupakan metode alternatif
yang cepat, terutama untuk skrining
pemeriksaan toksigenisitas C. diph-
theriaae yang dapat diaplikasikan di
laboratorium. Namun demikian,
kepastian toksigenisitas bakteri secara
fenotip dengan pemeriksaan Elek test
maupuan yang lain tetap disarankan
untuk dilakukan.
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