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ABSTRACT 

The polymerase chain reaction (PCR) technique can be used to detect Streptococcus pneumoniae 

(pneumococcus) in sputum specimens of Invasive Pneumococcal Disease (IPD) patients. This technique has 

shown promising results, especially in the detection of community-acquired pneumococcal (PncCAP) 

community-acquired pneumonia. This study aimed to evaluate the molecular examination method using PCR 

technique to detect S. pneumoniae isolates using the Autolysin (LytA) gene in the sputum of patients with lower 

respiratory tract infections and patients suspected of having IPD. The samples collected were 100 sputum 

samples from patients infected with lower respiratory tract at Wahidin Sudirohusodo General Hospital, 

Makassar. S. pneumoniae isolates were confirmed by the growth of colonies growing on Blood Agar Plate 

(BAP) medium, gram staining, catalase test, Optochin-sensitivity test, and PCR test using the Autolysin (LytA) 

gene. The presence of the Autolysin (LytA) gene can be detected by conventional PCR. A total of 100 samples 

were gram-positive diplococcus bacteria, of which 93% were positive for catalase tests, 9% were confirmed 

using the Optochin sensitivity test and 21% of the isolates were confirmed as S. pneumoniae using the PCR-gene 

LytA. The Autolysin gene (LytA) can be used to detect S. pneumoniae isolates as early identification in clinical 

sputum samples in hospitals. 
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ABSTRAK 

Teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) dapat digunakan untuk mendeteksi Streptococcus pneumoniae 

(pneumokokus) pada spesimen sputum pasien Invasive Pneumococcal Disease (IPD). Teknik ini menunjukkan 

hasil yang menjanjikan terutama dalam mendeteksi pneumococcal yang terdapat pada masyarakat 

(Pneumococcal community-acquired pneumonia - PncCAP). Tujuan penelitian ini untuk mengevaluasi metode 

pemeriksaan molekuler (teknik PCR) untuk mendeteksi isolat S. pneumoniae dengan menggunakan gen 

Autolysin (LytA) pada sputum pasien infeksi saluran pernapasan bawah dan pasien yang diduga menderita IPD. 

Sampel yang dikumpulkan adalah 100 sampel sputum dari pasien yang terinfeksi saluran pernapasan bawah di 

RSUP Wahidin Sudirohusodo, Makassar. Isolat S. pneumoniae dikonfirmasi oleh pertumbuhan koloni yang 

tumbuh pada medium Blood Agar Plate (BAP), pewarnaan gram, uji katalase, uji sensitivitas Optochin, dan uji 

PCR dengan menggunakan gen Autolysin (LytA). Adanya gen Autolysin (LytA) dapat terdeteksi oleh PCR 

konvensional. Sebanyak 100 sampel merupakan bakteri gram positif-diplococcus dengan uji katalase yang 

negatif 93%,  9% isolat sensitif terhadap uji sensitivitas Optochin, dan 21% isolat dikonfirmasi sebagai S. 

pneumoniae dengan gen LytA menggunakan PCR. Gen Autolysin (LytA) dapat digunakan untuk mendeteksi 

isolat S. pneumoniae sebagai identifikasi awal pada sampel klinis sputum di rumah sakit.  

 

Kata kunci : LytA, Polymerase Chain Reaction (PCR), sputum, Streptococcus pneumoniae 
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Pendahuluan 

Streptococcus pneumoniae 

(Pneumokokus) adalah bakteri flora 

normal pada saluran pernapasan atas. 

Dalam keadaan tertentu, S. pneumoniae 

dapat menjadi patogen dan menjadi 

penyebab penyakit yang dapat mengancam 

jiwa. Hal ini terjadi ketika kolonisasi 

nasofaring terbentuk dan terjadi infeksi 

pada sel target sehingga menyebabkan 

invasive pneumococcal disease (IPD)1. 

S. pneumoniae merupakan 

penyebab utama pneumonia di masyarakat 

(pneumococcal community - acquired 

pneumonia - PncCAP) yang dapat 

menyebabkan penyakit lain seperti 

meningitis, sinusitis, bronkitis, dan otitis 

pada anak-anak, orang dewasa dan usia 

lanjut2. S. pneumoniae menghasilkan 

sejumlah faktor virulensi termasuk kapsul 

polisakarida yang efisien dalam 

melindungi bakteri dari fagosit, beberapa 

protein yang terletak di permukaan, dan 

toksin pneumolysin3,4. 

Protein permukaan memiliki peran 

dalam patogenesis S. pneumoniae dan 

dapat digunakan sebagai kandidat vaksin 

berbasis protein. Diantara protein yang 

berhubungan dengan protein permukaan S. 

pneumoniae adalah LytA (N-

acetymuramoyl-L-alanine-amidase)5. LytA 

bertanggung jawab terhadap terjadinya 

lisis sel yang diinduksi oleh deoxycholate 

dan penisilin pada fase stasioner6. 

Autolysin (LytA) merupakan enzim 

utama dari S. pneumoniae yang merupakan 

kelompok enzim pendegradasi dinding sel 

yang tersebar di dalam kapsul. LytA 

berperan dalam fungsi fisiologi dan 

membantu diagnosis bakteri baik secara 

kultur dan molekuler6,7. 

S. pneumoniae diidentifikasi 

berdasarkan pola hemolisis saat dikultur 

pada media agar darah, uji biokimia, dan 

uji sensitivitas Optochin (ethylhydro 

cupreine hydrochloride) dengan zona 

bening >14 mm. Selain itu, identifikasi 

dilakukan juga dengan pewarnaan gram, 

reaksi Quellung (pembengkakan kapsul), 

kelarutan empedu atau counter 

immunoelectrophoresis (CIE), dan 

antikoagulan2,8.  

Kasus pneumonia yang disebabkan  

S. pneumoniae jarang terdiagnosis karena 

adanya kesalahan identifikasi sampel 

klinis terduga pneumonia. Alasan lainnya 

adalah sulitnya membedakan S. 

pneumoniae dari Streptococcus spp 

pernapasan atas lainnya, seperti S. 

viridian.  S. pneumoniae atipikal juga sulit 

dibedakan dari S. pneumoniae non typable 

(NT)9,10. Pertumbuhan koloni bakteri 

tersebut sangat mirip di media agar darah 

lempeng, uji sensitivitas Opthocin, dan uji 

kelarutan empedu (bile solubility test)11.  

Oleh karena itu, saat ini 

dikembangkan metode molekuler yang 

dapat mendeteksi berbagai protein sampai 

tingkat DNA yang mengkode S. 

pneumoniae12. Metode ini dapat digunakan 

untuk mendeteksi protein yang berperan 

sebagai faktor virulensi S. pneumoniae 

pada spesimen klinis dengan metode 

Polymerase Chain Reaction (PCR) yang 

lebih sensitif dan akurat13,14. 

Menurut Saukkorripi et al. 

(2015)15, uji PCR konvensional dengan 

gen Autolysin (LytA) dapat digunakan 

untuk mendeteksi S. pneumoniae pada 

sampel sputum dan swab nasofaring. S. 

pneumoniae biasanya ditemukan lebih 

banyak pada sampel sputum dari pada 

swab nasofaring16. Oleh sebab itu, tujuan 

penelitian ini adalah mengevaluasi metode 

pemeriksaan molekuler (teknik PCR) 

untuk mendeteksi isolat S. pneumoniae 

dengan gen Autolysin (LytA) pada sputum 

pasien infeksi saluran pernapasan bawah 

dan pada pasien yang diduga menderita 

IPD. 

 

Metode  

Penelitian ini merupakan penelitian 

laboratorium. Sampel klinis yang 

dikumpulkan adalah 100 sampel sputum 

dari pasien rawat inap di Rumah Sakit 

Umum Pusat (RSUP) Wahidin 

Sudirohusodo, Makassar yang 

dikumpulkan selama tiga bulan (Agustus - 

Oktober 2019). Sampel yang dikumpulkan 
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adalah sampel yang sesuai dengan kriteria 

inklusi (consecutive). Kriteria inklusi 

adalah sputum yang berasal dari pasien 

rawat inap rata-rata >4 hari, dengan 

diagnosis terinfeksi saluran pernapasan 

bawah. 

Kualitas (high quality/HQ) sputum 

diamati dengan menghitung perbandingan 

leukosit >5 sel dan epitel >5 sel/lapang 

pandang mikroskop setelah dilakukan 

pewarnaan gram. Kemudian diinkubasi 

pada suhu 350C dengan CO2 5-10% 

selama lebih dari 24 jam untuk 

membedakan dari S. viridians17,18. 

Pertumbuhan koloni α-hemolisis (salah 

satu karakteristik dari S. pneumoniae) 

diamati dan dilanjutkan dengan uji 

katalase. Uji ini dilakukan dengan 

menambahkan larutan hidrogen peroksida 

(H2O2) 3% pada object glass yang berisi 

koloni, jika tidak timbul reaksi gelembung 

(negatif), maka dilanjutkan dengan uji 

susceptibility menggunakan Optochin disk 

5 mg17. 

Isolat dari sampel sputum pada 

media Blood Agar Plate (BAP) yang telah 

dikonfirmasi secara mikroskopis, analisis 

biokimia, dan uji sensitivitas dengan 

Opthocin, kemudian dilakukan ekstraksi 

DNA dengan metode boiling. Koloni 

bakteri dalam phospat buffer saline (PBS) 

200 µL dimasukkan ke tabung eppendorf 

lalu dipanaskan dengan menggunakan 

waterbath pada suhu 900C selama 30 

menit untuk melisiskan sel dan molekul-

molekul selain DNA13,19. 

Deteksi gen faktor virulensi 

dilakukan berdasarkan Moghaddam 

(2015)3, menggunakan primer gen LytA 

untuk mendeteksi S. pneumoniae dengan 

urutan nukleotida primer yang digunakan 

adalah F: 5’CAA CCG TAC AGA ATG 

AAG CGG-3’ dan R: 5’TTA TTC GTG 

CAA TAC TCG TGC G-3’ dengan ukuran 

amplicon 320 base pair (bp)3. Campuran 

reagen terdiri dari PCR core system 

(Toyobo) 7 µL, ddH2O 2 µL, forward 

primer 0,5 µL, reverse primer 0,5 µL, 

DNA template (sampel) 5 µL sehingga 

total volume 15 µL.  

Uji LytA dengan PCR dilakukan 

menggunakan instrumen Bio-Rad T100TM 

Thermal Cycler. Kondisi PCR dalam 

amplifikasi ini adalah suhu pre-denaturasi 

950C, 10 menit, setiap siklus terdiri dari: 

denaturasi (pemisahan DNA) 950C, 30 

detik, annealing (penempelan primer) 

520C, 30 detik, elongasi/ekstensi 

(pemanjangan DNA) 720C, 2 menit  

(berlangsung sampai 35 siklus), tahap 

terakhir siklus diperpanjang 1 step 

elongasi 720C selama 8 menit untuk 

memberi kesempatan proses elongasi 

berjalan dengan sempurna, dan 1 step 120C 

overwait untuk menjaga amplikon tetap 

stabil walaupun ditinggal 24 jam3,12. 

 Produk PCR (hasil amplifikasi) 

dianalisis menggunakan elektroforesis gel 

agarose 2% menggunakan pewarna 

ethidium bromide 2,5 uL/100 mL dan 

dibaca dengan menggunakan Geldoc15. 

Jumlah  sampel DNA yang digunakan 

dalam setiap campuran reaksi 5 µL. Isolat 

S. pneumonia ATCC 49136 yang positif 

teridentifikasi gen LytA ditandai dengan 

terbentuknya pita (band) pada 320 bp 

sebagai kontrol positif. Kontrol negatif 

yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah ddH2O yang dianggap sebagai 

DNA sampel.  

 

Hasil 

Dari 100 sampel sputum dari 

pasien, diperoleh pasien dengan jenis 

kelamin laki-laki adalah 61 % (61 dari 

100) sedangkan perempuan 39% (39 dari 

100). Usia rata-rata pasien adalah di atas 

51 tahun (Tabel 1).  

Sampel sputum yang telah 

dikumpulkan kemudian ditelusuri melalui 

rekam medik dan didapatkan 20% berasal 

dari pasien dengan diagnosis primer 

pneumonia, 29% sekunder pneumonia, dan 

51% berasal dari pasien dengan diagnosis 

infeksi saluran pernapasan lain (Tabel 2). 

Distribusi sampel yang positif  

berdasarkan diagnosis pasien yang diambil 

sampelnya terlihat bahwa gen LytA yang 

terdeteksi adalah 7 dari 20 (35%) sampel 

dari pasien yang diagnosa utamanya 
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adalah pneumonia, 10 dari 29 (34,5%) 

sampel yang positif terdeteksi gen LytA 

dari kelompok pasien yang terdiagnosis 

penyakit pneumonia sebagai diagnosa 

sekunder, dan 4 dari 51 (7,8%) sampel 

yang positif dari kelompok sampel berasal 

dari pasien dengan diagnosa terinfeksi 

saluran pernapasan lainya.  

Sampel dibawa ke Laboratorium 

Hassanudin University Medical Research 

Center (HUMRC) untuk diidentifikasi.  

Berdasarkan pewarnaan Gram (Gambar 2), 

diperoleh 7 sampel dari 100 sampel 

merupakan Gram (+) diplococcus dan 93 

dari 100 sampel merupakan Gram (+) 

diplococcus lancet (Tabel 3). 

Berdasarkan uji katalase diperoleh 

sampel terkonfirmasi sebagai 

Streptococcus sp menghasilkan koloni α-

hemolisis dengan uji katalase negatif 

sebanyak 93%, sedangkan uji katalase 

positif 7% (Tabel 4). Berdasarkan uji 

sensitivitas Opthocin (Gambar 3), 

diperoleh 9% sampel sensitif terhadap 

Opthocin dan 81% sampel resisten 

terhadap Opthocin  (Tabel 5).  

Hasil identifikasi dengan 

menggunakan teknik PCR dapat dilihat 

dari hasil amplifikasi yang divisualisasi 

secara elektroforesis. Terlihat adanya pita 

DNA LytA dengan pada gel agarose 2% 

sebanyak 21 pita pada 320 bp yang 

ditandai dengan kode 2, 3, 5, 8, 9, 11, 12, 

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 25, 

26, 28, 30 (Gambar 1).  

Berdasarkan paparan antibiotik 

(Tabel 6), dari 21 sampel yang positif 

terhadap gen LytA dengan metode PCR, 

ditemukan 9 sampel berasal dari pasien 

yang belum terpapar antibiotik, 10 sampel 

berasal dari pasien yang telah terpapar 

antibiotik kurang dari 24 jam, dan 2 

sampel berasal dari pasien yang telah 

terpapar antibiotik lebih dari 24 jam.  

 
 

Tabel 1. Karakteristik Sampel Berdasarkan Jenis Kelamin 

 

No Umur 

Jenis kelamin Jumlah 

total 

n=100 

Persentase 

(%) 
Laki-laki Perempuan 

n=61 n=39 

1 12-16 1 0 1 1% 

2 17-25 7 2 9 9% 

3 26-35 6 4 10 10% 

4 36-45 4 4 8 8% 

5 46-55 17 13 30 30% 

6 56-65 20 6 26 26% 

7 > 65 6 10 16 16% 

 

 
Tabel 2. Persentase Hasil Positif Gen LytA pada Kelompok Pasien 

 

Diagnosis Pasien Hasil Positif gen LytA 

Pneumonia sebagai diagnosis utama 20% (20/100) 35 (7/20) 

Pneumonia sebagai diagnosis sekunder 29% (29/100)  34,5% (10/29) 

Infeksi saluran pernapasan lainnya 51%(51/100) 7,8% (4/51) 

Total sampel 100  21  
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Tabel 3. Identifikasi Pewarnaan Gram 

 

No Hasil Pewarnaan Gram  Jumlah (n) Persentase (%) 

1 Gram (+) diplococcus   7 7 

2 Gram (+) diplococcus lancet  93 93 

 Total  100 100 

 

 

Tabel 4. Pengamatan Uji Katalase 

 

No Hasil Pengamatan  n % 

1  Positif (+) 7 7% 

2  Negatif (-) 93 93% 

 Total 100 100% 

Keterangan: (+): Terdapat gelembung gas; (-): Tidak terdapat gelembung gas 

 

 

Tabel 5. Pengamatan Uji Sensitivitas Optochin 

 

 

 

Tabel 6. Distribusi Sampel yang Positif terhadap Gen LytA Berdasarkan Paparan Antibiotik 

 

 

 

S. pneumoniae 

yang 

ditemukan 

Sampel yang 

belum terpapar 

antibiotik 

Sampel terpapar 

antibiotik  

<24 jam 

Sampel terpapar 

antibiotik  

>24 jam 

Positif  

Metode kultur 

9/100 (9%) 8/9 (89,0%) 1/9 (11%) 0/9 (0%) 

Positif  

Metode PCR 

21/100 (21%) 9/21 (42,8%) 10/21 (47,6%) 2/21 (9,5%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No Hasil Uji n % 

1 Resisten 81 81% 

2 Sensitif 9 9% 

 Total 100 100% 
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Gambar 1. Hasil Elektroforesis Gel Agarose dari Sampel PCR yang Diamplifikasi dengan Gen 

LytA. Keterangan: a. kode 1-17, b. kode 18-30, M: marker, K(+): kontrol positif, dan K(-): kontrol 

negatif 

 

 

  
           

Gambar 2. Pewarnaan Gram.  

Keterangan: a. Diplococcus, b. Diplococcus lancet (perbesaran 100x) 

 

 

  
 

Gambar 3. Uji Sensitivitas Optochin.  

Keterangan: a. Resisten, b. Sensitif 
 

 

 

 

 

a b 

a b 

(+)                   (-) 

a b 

M   K+  K-   1   2    3    4   5   6    7   8    9  10 11 12  13  14 15 16  17 

320 bp 

1000 bp 

500 bp 

 

 M   18    19    20    21     22    23   24    25    26    27    28   29     30 

320 bp 320 bp 320 bp 400 bp 

320 bp 

100 bp 

320 bp 

300 bp 

100 bp 
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Pembahasan 

Penelitian ini merupakan penelitian 

pertama di RSUP Wahidin Sudirohusodo, 

Makassar dalam mengidentifikasi S. 

pneumoniae secara molekuler karena tidak 

ada data kejadian penyakit yang 

disebabkan oleh S. pneumoniae 

sebelumnya. Identifikasi S. pneumoniae 

sangat penting untuk mengamati 

perubahan epidemiologi yang terjadi pada 

kejadian IPD.  

Pada penelitian ini hanya 

ditemukan 9% sampel yang positif dengan 

metode kultur. Hal ini sesuai dengan 

penelitian Picazo et al. (2011) yang 

menyebutkan bahwa metode kultur 

memiliki sensitivitas yang rendah dalam 

mendeteksi sampel sputum dan memiliki 

keterbatasan yaitu membutuhkan bakteri 

yang hidup dalam jumlah yang banyak8. 

Tetapi metode ini masih merupakan 

golden standard untuk mengkonfirmasi 

bakteri S. pneumoniae10,14. Kualitas 

sampel sputum juga perlu diperhatikan 

agar sesuai dengan kriteria high quality 

(HQ) sehingga dapat membantu dalam 

diagnosis PncCAP dan menghindari hasil 

positif palsu17. 

Uji PCR konvensional dengan gen 

LytA sebagai target dalam mendeteksi S. 

pneumoniae di sputum menunjukkan hasil 

yang menjanjikan dalam diagnosis 

PncCAP. Pada penelitian ini diperoleh S. 

pneumoniae dapat terdeteksi dengan 

metode PCR menggunakan gen LytA 

sebanyak 21 dari 100 sampel sputum 

(21%). Hal ini sesuai dengan penelitian 

Sanz et. al (2010) yang melaporkan bahwa 

deteksi S. pneumoniae dengan 

menggunakan gen LytA dari sampel 

sputum adalah 50 dari 224 sampel (22%) 

dan S. pneumoniae lebih banyak 

ditemukan pada sampel swab nasofaring20. 

Saukkoriipi, et. al (2019) juga melaporkan 

bahwa selain pemeriksaan kultur, terdapat 

metode lain yang dapat digunakan yaitu uji 

antigenik untuk mendeteksi komponen 

dinding sel pneumokokus (C-polisakarida) 

yang  terdapat pada semua serotipe dan uji 

molekuler (PCR)21. 

Dari penelitian ini ditemukan 21 

isolat S. pneumoniae dari 100 sampel 

(21%) dengan metode PCR. Dari 21 isolat 

ini, terdapat 9 sampel yang positif dari 

sputum yang belum terpapar antibiotik, 10 

sampel yang positif dari sputum yang telah 

terpapar antibiotik <24 jam, dan 2 sampel 

yang positif dari sputum yang telah 

terpapar antibiotik >24 jam. Sedangkan 

dengan metode kultur, hanya ditemukan 9 

sampel (9%) yang positif teridentifikasi  S. 

pneumoniae. Hal ini sesuai dengan 

penelitian Ricci et. al (2013)6 yang 

menyatakan bahwa S. pneumoniae lebih 

banyak ditemukan pada sampel kultur 

sputum yang positif. Greiner (2001) juga 

menyebutkan bahwa PCR sangat sensitif 

dalam mendeteksi S. pneumoniae22.  

Menurut Gadsby et al. (2016), 

sebagian besar kelompok sputum kultur 

yang hasilnya negatif disebabkan karena 

sputum telah terpapar antibiotik lebih dari 

6 jam sehingga jumlah bakteri yang ada di 

dalam sputum menjadi lebih sedikit14,23. 

Saukorippi et. al (2019) juga melaporkan 

hubungan pengambilan sputum dengan 

adanya gen LytA sebelum dan setelah 

penggunaan antibiotik selama 2 minggu 

dibandingkan dengan metode kultur. Hasil 

penelitian tersebut menyatakan bahwa 

sputum yang telah mendapatkan terapi 

antibotik rata-rata memiliki hasil kultur 

yang negatif daripada sputum yang belum 

menggunakan terapi antibiotik, namun 

masih dapat terdeteksi dengan 

menggunakan PCR pada sputum yang 

telah terpapar antibiotik > dari 24 jam21.  
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Pada penelitian ini, uji PCR dengan 

gen LytA dapat digunakan untuk 

mendeteksi S. pneumoniae secara 

molekuler dari sampel sputum dari 

kelompok pasien dengan CAP dan infeksi 

saluran pernapasan lainnya.  

 

Kesimpulan 

Gen Autolysin (LytA) dapat 

digunakan untuk mendeteksi isolat S. 

pneumoniae sebagai identifikasi awal pada 

sampel klinis sputum di rumah sakit.   

 

Saran 

Dalam penelitian ini, jumlah pasien 

terutama pada kelompok pasien PncCAP 

masih rendah. Oleh sebab itu, perlu 

dilakukan evaluasi lebih lanjut dengan 

penambahan jumlah sampel pemeriksaan 

agar diperoleh hasil uji PCR dengan 

sensitivitas dan spesifisitas yang lebih 

akurat. Perlu dilakukan identifikasi gen 

LytA secara langsung pada sampel klinis 

tanpa perlu dilakukan kultur terlebih 

dahulu.  
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