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ABSTRAK

Konfirmasi laboratorium kasus difteri dilakukan dengan isolasi dan tes toksigenisitas
bakteri penyebab difteri menggunakan metode konvensional berbasis kultur. Metode
konvensional memiliki keterbatasan dalam hal sensitivitas pemeriksaan. Penelitian ini
bertujuan untuk menguji penggunaan darah domba + telurit sebagai enrichment-selective
medium untuk meningkatkan sensitivitas pemeriksaan laboratorium difteri dengan
metode konvensional. Sebanyak 18 spesimen klinis (swab tenggorok) penderita difteri
digunakan sebagai sampel penelitian. Swab tenggorok tersebut sebelumnya telah
digunakan untuk pemeriksaan Polymerase Chain Reaction (PCR) sehingga proses
ekstraksi DNA menyebabkan jumlah sel bakteri yang tertinggal menjadi sangat terbatas.
Sel bakteri tersebut ditumbuhkan menggunakan 2 cara yang berbeda, yaitu inokulasi
langsung dan inokulasi yang didahului dengan penggunaan enrichment-selective medium.
Hasil identifikasi bakteri penyebab difteri dibandingkan antara keduanya. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa inokulasi secara langsung hanya berhasil mengisolasi dan
mengidentifikasi bakteri penyebab difteri (Corynebacterium diphtheriae) pada 3 dari 18
sampel yang diperiksa. Sebaliknya dengan penggunaan enrichment-selective medium,
bakteri penyebab difteri berhasil diisolasi dan diidentifikasi pada 9 dari 18 sampel yang
diperiksa. Oleh karena itu, disimpulkan bahwa enrichment-selective medium (darah
domba + telurit) dapat digunakan untuk meningkatkan sensitivitas pemeriksaan
laboratorium difteri.

Kata kunci: Difteri, Enrichment-Selective Medium, Laboratorium, Sensitivitas.

ABSTRACT

Laboratory confirmation for diphtheria cases are performed by using conventional
culture-based method for isolation/identification and toxigenicity of the bacteria causing
diphtheria. This method has limitation in its sensitivity. This study aimed to examine the
sensitivity of sheep blood + tellurite as the enrichment selective medium to improve the
sensitivity of the conventional method. The samples were 18 clinical specimens (throat
swabs) obtained from diphtheria patient, which had been used for Polymerase Chain
Reaction (PCR) assay, therefore the DNA extraction process caused the number of
bacteria cells to be very limited. The samples were cultured by two different methods,
directly on the agar medium and indirectly through enrichment selective medium
previously. The result showed that the directly inoculation could isolate C. diphtheriae
as many as 3 out of 18 samples, whereas indirectly method by using enrichment selective
medium could isolate and identify 9 out of 18 samples. In conclusion, enrichment
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selective medium (sheep blood + tellurite) may improve the examination sensitivity of
bacteria causing diphtheria identification in the laboratory.

Keywords: Diphtheria, Enrichment-Selective Medium, Laboratory, Sensitivity.

PENDAHULUAN
Difteri

kesehatan,

masih menjadi masalah

khususnya di negara-negara
berkembang dengan cakupan imunisasi
yang relatif masih rendah,® termasuk
Indonesia. Data World Health Organization
(WHO) dan Kementerian Kesehatan RI
menunjukkkan bahwa Indonesia menempati
peringkat ke-3 sampai dengan ke-2 negara
dengan kasus difteri terbanyak di dunia
dalam 5 tahun terakhir. Tahun 2013,
Indonesia menempati peringkat ke-2 setelah
India dengan jumlah kasus 775. Tahun
2014, Indonesia menempati peringkat ke-3
dengan jumlah kasus 430 setelah terjadi
peningkatan kasus di Nepal. Tahun 2015
dan 2016, Indonesia kembali menduduki
peringkat ke-3 dengan 492 kasus setelah
terjadi peningkatan kasus di Madagascar
dan penurunan kasus di Nepal. Tahun 2017,
Indonesia kembali menduduki peringkat ke-
2 setelah India dengan 954 kasus, meskipun
kasus di Nepal juga meningkat dan tidak
ada laporan dari Madagascar. Sejauh ini,
India selalu menempati peringkat pertama
negara dengan kasus difteri terbanyak di
dunia selama 10 tahun terakhir.2™*
Diagnosis klinis difteri ditegakkan
berdasarkan gambaran klinis pasien, seperti
demam dan sakit tenggorok yang ikut
disertai dengan

terbentuknya  pseudo

membran.>”’  Diagnosis  laboratorium

digunakan untuk konfirmasi kasus Klinis,
termasuk  tes  toksigenisitas  bakteri
difteri.?®

pemeriksaan laboratorium untuk konfirmasi

penyebab Dalam hal ini,
difteri adalah dengan metode konvensional
berbasis kultur. Selain lamanya waktu
pemeriksaan,” keterbatasan lain dalam
pemeriksaan laboratroium difteri dengan
metode konvensional adalah rendahnya
positive rate.®!* Positive rate yang rendah
disebabkan

dalam

umumnya karena

kekurangtajaman menegakkan
diagnosis klinis, namun sensitivitas metode
pemeriksaan laboratorium juga

berpengaruh.  Sensitivitas  pemeriksaan

laboratorium dapat ditingkatkan dengan
metode PCR, namun hingga saat ini
pemeriksaan PCR belum bisa diterima
untuk  konfirmasi

sebagai  metode

laboratorium kasus difteri.***3

Salah satu upaya untuk

meningkatkan  sensitivitas  pemeriksaan
metode
dilakukan

bakteri  pada

laboratorium menggunakan
(kultur)  dapat

menumbuhkan

konvensional
dengan
medium pengayaan (enrichment).
Enrichment-selective medium merupakan
medium pengayaan yang ditambah dengan
untuk

agen selektif menghambat

pertumbuhan bakteri non target sekaligus
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membantu pertumbuhan dan meningkatkan
jumlah bakteri target pada sampel.***
Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
manfaat penggunaan enrichment-selective
medium (darah domba + telurit) terhadap
peningkatan  sensitivitas  pemeriksaan
difteri. Darah domba digunakan sebagai
sumber nutrisi bakteri penyebab difteri
sehingga dapat tumbuh dengan baik,
sedangkan telurit digunakan untuk menekan
pertumbuhan bakteri lain yang dapat

mengganggu pertumbuhan bakteri
penyebab difteri Penelitian ini merupakan
studi pendahuluan dengan jumlah sampel
terbatas.
METODE

Sampel terdiri dari 18 spesimen
klinis (usap tenggorok) penderita difteri
yang telah selesai diidentifikasi dalam
pemeriksaan laboratorium difteri dengan
metode konvensional dan PCR. Jumlah sel
bakteri yang tertinggal pada spesimen klinis
diperkirakan sangat terbatas mengingat
bahwa pada sampel tersebut telah dilakukan
ekstraksi DNA, untuk itu sel bakteri yang
ada pada sampel “dirontokkan* dengan
menggunakan mesin vorteks.'® Sampel
tersebut digunakan sebagai model yang
menyerupai  sampel Kklinis baru dari
penderita difteri maupun kontak erat
penderita dengan jumlah sel bakteri target
terbatas. Semua sampel diperiksa dengan 2
prosedur pemeriksaan, langsung (tanpa

enrichment-selective medium) dan dengan
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medium
dilakukan  di
Laboratorium Bakteriologi, Laboratorium
Infeksi  Dr.  Sri

Biomedis dan

enrichment-selective secara

berurutan.  Penelitian
Penelitian  Penyakit
Oemijati,  Puslitbang
Teknologi Dasar Kesehatan. Persetujuan
etik diperolen dari Komisi Etik Badan
Penelitian dan Pengembangan Kesehatan
No.: LB.02.01/2/KE216/2017 tahun 2017.

Sebanyak 2,5 ml defibrinated sheep
blood dimasukkan ke dalam tabung gelas
steril bertutup ulir. Sebanyak 25 ul larutan
telurit 3% ditambahkan ke dalamnya
sehingga konsentrasi final telurit dalam
medium adalah 0,03%. Hal ini mengacu
pada konsentrasi final telurit pada medium
yang umum digunakan dalam pemeriksaan
difteri.!” Larutan telurit diratakan dengan
cara menggoyang tabung secara perlahan
dan enrichment-selective medium siap
digunakan.

Metode pertama dilakukan tanpa
penggunaan enrichment-selective medium.
Sampel (usap tenggorok) di-streak secara
langsung pada medium selektif untuk
pemeriksaan difteri, yaitu Cystine Tellurite
Blood Agar (CTBA). Inkubasi dilakukan
pada suhu 37°C selama 48 jam. Hasil
pertumbuhan koloni diidentifikasi secara
mikroskopik dan dilanjutkan dengan tes
biokimia standar untuk pemeriksaan
laboratorium difteri sesuai dengan pedoman
WHO.® Setelah di-streak secara langsung

pada medium CTBA, sampel diperiksa
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Gambar 1. Enrichment-selective medium

dengan metode kedua (penggunaan

enrichment-selective ~ medium).  Sampel
dimasukkan terlebih dahulu ke dalam
25 mi

enrichment-selective medium (Gambar 1)

tabung yang berisi sekitar

dan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam.

HASIL

Selanjutnya sampel tersebut diperiksa
dengan cara yang sama sesuai langkah-
langkah pada metode pertama. Hasil
identifikasi sampel dibandingkan antara
metode pertama (langsung) dengan metode
ke-2 (didahului penggunaan enrichment-

selective medium).

Tabel 1. Perbandingan hasil pemeriksaan kultur dengan dan tanpa enrichment-

selective medium

Sampel Tanpa enrichment-selective medium  Enrichment- selective medium
Sampel 1 Positif Positif
Sampel 2 Negatif Positif
Sampel 3 Positif Positif
Sampel 4 Negatif Positif
Sampel 5 Negatif Negatif
Sampel 6 Negatif Positif
Sampel 7 Negatif Positif
Sampel 8 Negatif Negatif
Sampel 9 Negatif Negatif
Sampel 10 Negatif Negatif
Sampel 11 Negatif Negatif
Sampel 12 Negatif Positif
Sampel 13 Negatif Negatif
Sampel 14 Negatif Negatif
Sampel 15 Negatif Negatif
Sampel 16 Negatif Negatif
Sampel 17 Positif Positif
Sampel 18 Negatif Positif

Total positif 3 9
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Tabel 1 mengindikasikan bahwa
penggunaan enrichment-selective medium
dapat meningkatkan sensitivitas
pemeriksaan laboratorium bakteri penyebab
difteri hingga 3 kali lipat pada kondisi
jumlah sel bakteri yang terdapat pada
sampel terbatas (sedikit).

Perbandingan hasil pemeriksaan

antara metode pertama (langsung) dengan

metode ke- 2 (didahului penggunaan
enrichment-selective medium) dapat dilihat
pada Tabel 1.

PEMBAHASAN

Pemeriksaan laboratorium difteri
penting dilakukan untuk konfirmasi kasus
dan deteksi adanya penularan penyakit
dari atau kepada kontak erat penderita.**®
Hasil pemeriksaan laboratorium dengan
metode konvensional berbasis  kultur
ditentukan oleh keberhasilan me-recovery
bakteri target yang terdapat pada sampel
klinis. Dalam hal ini, dibutuhkan sel
bakteri hidup dengan jumlah cukup
banyak untuk bisa ditumbuhkan dengan
medium kultur. Di sisi lain, seringkali sulit
mendapatkan jumlah sel bakteri hidup
yang cukup banyak saat pengambilan
sampel. Terlebih lagi pada kondisi dimana
pasien telah mendapatkan terapi antibiotik
sebelumnya. Ini perlu menjadi catatan
mengingat pada pemeriksaan  kultur
difteri, medium yang digunakan untuk
kultur primer (inokulasi sampel klinis)

adalah medium selektif yang umumnya
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mengandung telurit. Selain  menekan

pertumbuhan bakteri
sedikit

nontarget, telurit

dapat menekan  pertumbuhan

bakteri target pada medium kultur,?®
meskipun secara alami bakteri penyebab
difteri memiliki faktor resistensi terhadap
telurit.* Hal ini akan menjadi masalah jika
jumlah sel bakteri target pada sampel
terbatas.

Pada penelitian ini enrichment-

selective medium  digunakan  untuk
membantu recovery bakteri penyebab
difteri pada medium kultur dengan

memfasilitasi pertumbuhan bakteri target

dan  menekan pertumbuhan  bakteri

nontarget. Enrichment-selective medium
yang digunakan cukup sederhana, yaitu
dengan menambahkan telurit 0,03% ke
dalam darah domba. Darah domba
merupakan sumber nutrisi yang cocok dan
paling
menumbuhkan bakteri penyebab difteri

sering digunakan untuk
pada medium kultur. Di sisi lain, telurit
merupakan agen selektif yang sangat baik
untuk menekan pertumbuhan bakteri non
target sehingga  tidak

bakteri

mengganggu
pertumbuhan penyebab difteri
sebagai target pemeriksaan.*’

Penggunaan enrichment maupun
untuk

enrichment-selective medium

meningkatkan sensitivitas pemeriksaan
mikroorganisme telah dilakukan dalam
beberapa penelitian sebelumnya. Moran, et

al. menggunakan Bolton broth dalam
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isolasi Campylobacter spp.?? Hyeon, et al.
mengevaluasi efektivitas penggunaan 2
jenis  selective  enrichment  broth
(Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone /
RVS dan

Tetrathionate-Novobiocin ~ /

Muller-Kauffmann
MKTTn)
dalam isolasi Salmonella dari ayam.?®
Sementara itu, Yu, et al. menggunakan
selective enrichment broth (SSL) untuk
meningkatkan pertumbuhan beberapa jenis
bakteri secara  bersamaan, meliputi
Salmonella enterica serovar Enteritidis,
Staphylococcus aureus, dan Listeria
monocytogenes.?* Pengembangan
enrichment broth berupa fastidious broth
(FB) juga pernah dilakukan sebelumnya
untuk kultivasi mikroorganisme fastidious
seperti  Corynebacterium jeikeium (satu
genus dengan bakteri penyebab difteri)
oleh Cartwright, et al.?®

Hasil penelitian ini menunjukkan
bukti awal bahwa penggunaan enrichment-
selective medium darah domba yang
disuplementasi dengan telurit dapat
digunakan untuk meningkatkan

sensitivitas  pemeriksaan  laboratorium
difteri menggunakan metode konvensional
berbasis kultur. Namun demikian, perlu
diingat bahwa penggunaan medium ini
memiliki konsekuensi terhadap
peningkatan biaya dan penambahan waktu

pemeriksaan. Hal lain yang perlu

digarisbawahi bahwa enrichment-selective
medium darah domba yang disuplementasi
dengan telurit tidak dapat disimpan dalam
waktu lama karena berbahan dasar
meterial biologi. Medium ini hanya bisa
disimpan pada suhu 2-8 °C (bukan freezer)
dan baik digunakan dalam 1 minggu
setelah pembuatan. Dalam hal ini,
penggunaan dalam kondisi fresh (segera

setelah pembuatan) sangat dianjurkan.

KESIMPULAN
Penggunaan  enrichment-selective

medium darah domba yang disuplementasi

dengan  telurit dapat meningkatkan

sensitivitas  pemeriksaan  laboratorium

difteri menggunakan metode konvensional.

SARAN

Penelitian ini merupakan pilot
project dengan melibatkan jumlah sampel
yang terbatas. Penelitian lebih lanjut dengan
melibatkan sampel yang lebih banyak

disarankan untuk memperkuat kesimpulan.
KONTRIBUSI PENULIS

Kontribusi penulis pada artikel ini

yaitu, S sebagai kKkontributor utama
berkontribusi jawab dalam seluruh proses
penelitian hingga publikasi. Kontributor
anggota yaitu NA dan SF berkontribusi
dalam dalam pemeriksaan laboratorium
difteri, serta TF berkontribusi dalam dalam

pembuatan dan finalisasi naskah publikasi.
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