LABORATORIUM UNTUK MENINGKATKAN
PENATALAKSANAAN DAN
PENGENDALIAN DIFTERI

ORASI PENGUKUHAN PROFESOR RISET
BIDANG BIOMEDIS

OLEH:
SUNARNO

BADAN RISET DAN INOVASI NASIONAL



PENGEMBANGAN DIAGNOSTIK
LABORATORIUM UNTUK MENINGKATKAN
PENATALAKSANAAN DAN PENGENDALIAN

DIFTERI



Diterbitkan pertama pada 2023 oleh Penerbit BRIN

Tersedia untuk diunduh secara gratis: penerbit.brin.go.id

020

Buku ini di bawah lisensi Creative Commons Attribution-NonCommercial-Shar-
eAlike 4.0 International (CC BY-NC-SA 4.0).

Lisensi ini mengizinkan Anda untuk berbagi, mengopi, mendistribusikan, dan
mentransmisi karya untuk penggunaan personal dan bukan tujuan komersial,
dengan memberikan atribusi sesuai ketentuan. Karya turunan dan modifikasi
harus menggunakan lisensi yang sama.

Informasi detail terkait lisensi CC BY-NC-SA 4.0 tersedia melalui tautan:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/




nnnnnnnnnn
oooooooooooooooooo

PENGEMBANGAN DIAGNOSTIK
LABORATORIUM UNTUK MENINGKATKAN
PENATALAKSANAAN DAN PENGENDALIAN

DIFTERI

ORASI PENGUKUHAN PROFESOR RISET
BIDANG BIOMEDIS

OLEH:
SUNARNO

Penerbit BRIN



© 2023 Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN)

Katalog dalam Terbitan (KDT)

Pengembangan Diagnostik Laboratorium untuk Meningkatkan Penatalaksanaan dan
Pengendalian Difteri/Sunarno—Jakarta: Penerbit BRIN, 2023.

vi+ 83 him.; 14,8 x 21 cm

ISBN 978-623-8372-35-5 (cetak)
978-623-8372-34-8 (e-booky

1. Difteri 2. Laboratorium
3. Penatalaksanaan 4. Pengendalian
614.5

Copy editor : Prapti Sasiwi
Proofreader : Rina Kamila & Noviastuti Putri Indrasari
Penata Isi : Rahma Hilma Taslima
Desainer Sampul : Rahma Hilma Taslima
Cetakan : Desember 2023

Diterbitkan oleh:
.b Penerbit BRIN, Anggota Ikapi
" Direktorat Repositori, Multimedia, dan Penerbitan Ilmiah
BRIN Gedung B.J. Habibie Lt. 8, JI. M.H. Thamrin No.8,
il Kb. Sirih, Kec. Menteng, Kota Jakarta Pusat,
— Daerah Khusus Ibukota Jakarta 10340
Whatsapp: +62 811-1064-6770
E-mail: penerbit@brin.go.id
Website: penerbit.brin.go.id
i PenerbitBRIN
X @Penerbit BRIN
@ (@penerbit.brin



DAFTAR ISI

BIODATA RINGKAS ..ot 1
PRAKATA PENGUKUHAN .....coooiiiiiiieieieiceeeeeeeeeee e 5
.. PENDAHULUAN.....cctottiitiniteteteteeteeeeee ettt 7

II. PERKEMBANGAN DIAGNOSTIK DAN
PENATALAKSANAAN SERTA PENGENDALIAN DIFTERI.... 13

A. Sebelum Abad Ke-19 ....ccooiiiiiieiieieicieceeeee e 13
B. Abad Ke-19. ..ot 14
C. Setelah Abad Ke-19 ....cocooiviiiiiiiieieceeeee e 16
I11. PENGEMBANGAN DIAGNOSTIK LABORATORIUM
DIFTERI DI INDONESITA ..ot 21
A. Pengembangan Metode Konvensional ............cccccovvveviivienennen. 21
B. Pengembangan PCR ...........ccccvviiriieiinicieeceeee e 28
IV. PERAN LABORATORIUM DALAM TATA LAKSANA
DAN PENGENDALIAN DIFTERI.......ccccceeveiiiiiieiiieieeeeieeie e 35
A. Peran Laboratorium dalam Konfirmasi Kasus Klinis................ 36
B. Peran Laboratorium dalam Penatalaksanaan Kasus dan
CUFTIOT oottt ettt e seveesaeesse e saeenaeenns 37
C. Peran Laboratorium dalam Monitoring Kekebalan terhadap
DIETT ettt et 38
D. Peran Laboratorium dalam Memahami Epidemiologi
Penyakit DIfteri ......ccoocveeiiiieieeieieeeeeeee e 39
V. KESIMPULAN ..ottt ene e ssenes 41
VL PENUTUP ..ottt eas 43

VII.LUCAPAN TERIMA KASIH......ccccoiiiiiiiiiiiiinieieieeeeeeieeee 45




DAFTAR PUSTAKA......cciiiiiiiiiecccceece e 49
DAFTAR PUBLIKASI ILMIAH.......cciiiiiiiiniiicccceceeeie 61
DAFTAR PUBLIKASI LAINNYA.....cocietiieieieieeeeeeee e 73
DAFTAR RIWAYAT HIDUP......cccoeiiiiiiiiiiiieicieeeeeeseeeeieee 75




BIODATA RINGKAS

Sunarno, lahir di Raman Fajar, Lampung, pada
tanggal 12 April 1977 adalah anak ketiga dari
empat bersaudara dari Bapak Siswiyanto dan Ibu
Dasilem. Menikah dengan dr. Fitriana, Sp.MK
dan dikaruniai dua orang anak, yaitu Ahmad
Ramadhan dan Maulidya Arofah.

Berdasarkan Keputusan Presiden Republik
Indonesia Nomor 2/M Tahun 2023 tanggal 9 Januari 2023 yang
bersangkutan diangkat sebagai Peneliti Ahli Utama terhitung
mulai 25 Januari 2023.

Berdasarkan Keputusan Kepala Badan Riset dan Inovasi
Nasional Nomor 294/I/HK/2023, tanggal 6 November 2023
tentang Pembentukan Majelis Pengukuhan Profesor Riset, yang
bersangkutan dapat melakukan orasi pengukuhan Profesor Riset.

Menamatkan Sekolah Dasar di SDN 1 Raman Fajar, tahun
1989, Sekolah Menengah Pertama di SMPN Raman Utara,
tahun 1992, dan Sekolah Menengah Atas di SPK Depkes Metro,
tahun 1995. Memperoleh gelar Ahli Madya Keperawatan dari
Akper Tanjung Karang tahun 2001, gelar Sarjana Keperawatan
dari Universitas Diponegoro tahun 2005, gelar Magister Ilmu
Biomedik dari Universitas Diponegoro tahun 2007, dan gelar




Doktor bidang Ilmu Biomedik dari Universitas Indonesia tahun
2015.

Mengikuti beberapa pelatihan yang terkait dengan bidang
kompetensinya, antara lain Workshop on Diphtheria in Indonesia
(2015), Pelatihan Pemeriksaan Spesimen Difteri dengan Metode
Kultur dan Polymerase Chain Reaction (PCR) (2018), Pelatihan
Tatalaksana Spesimen Difteri (2019), dan Update Pemeriksaan
Laboratorium Difteri (2019). Pelatihan lain yang diikuti antara
lain ESBL Ec Tricycle project Workshop (2017 dan 2018),
Workshop Data Analisis on Global Survey of ESBL E. coli
Isolated from Integrated Surveillance of Antimicrobial Resistance
(2019), Pelatihan Kajian dan Mitigasi Risiko Laboratorium
(2020), Pelatihan Audit Mutu Internal Laboratorium Berbasis
Analisa Risiko Laboratorium (2020), dan Pelatihan Penyusunan
Dokumen Akreditasi Lab Standar ISO/SNI 17025: 2017 (2020).

Pernah menduduki jabatan struktural sebagai Plt. Kepala
Pusat Riset Biomedis, Organisasi Riset Kesehatan, BRIN (2022)
dan Kepala Pusat Riset Biomedis (2022— sekarang). Sebelumnya
pernah menjadi Manajer Teknis Laboratorium Bakteriologi,
Laboratorium Penelitian Penyakit Infeksi Prof. Dr. Sri Oemijati
(2020-2021).

Jabatan fungsional peneliti diawali sebagai Peneliti Pertama
golongan III/b tahun 2013, Peneliti Muda golongan III/c tahun
2014, Peneliti Ahli Madya golongan IV/a tahun 2019, dan
memperoleh jabatan Peneliti Ahli Utama golongan I'V/d bidang
Biomedis tahun 2023. Sebelumnya pernah menduduki jabatan




fungsional Perawat di Rumah Sakit Dr. H. Abdul Moeloek tahun
1996—-2008.

Menghasilkan 67 karya tulis ilmiah (KTI), baik yang ditulis
sendiri maupun bersama penulis lain dalam bentuk buku, jurnal,
dan prosiding. Sebanyak 29 KTI ditulis dalam bahasa Inggris
dan sisanya dalam bahasa Indonesia. Selain itu menghasilkan 7
kekayaan intelektual (KI), berupa 4 paten dan 3 hak cipta.

Ikut serta dalam pembinaan kader ilmiah, yaitu sebagai
pembimbing jabatan fungsional peneliti pada Badan Penelitian
dan Pengembangan Kesehatan serta Badan Riset dan Inovasi
Nasional, pembimbing skripsi (S-1) pada Universitas Negeri
Jakarta, penguji tesis (S-2) pada Universitas Indonesia,
pembimbing disertasi (S-3) pada Universitas Indonesia dan
Universitas Airlangga, serta pembimbing Program Post Doctoral
di BRIN.

Aktif dalam organisasi profesi ilmiah, yaitu sebagai anggota
Persatuan Perawat Nasional Indonesia (PPNI) (1996—2007) dan
anggota Persatuan Periset Indonesia (2022—sekarang).

Menerima tanda penghargaan Riset Kemenkes sebagai
peneliti muda produktif (2018) dari Menteri Kesehatan,
penghargaan Bakti Karya Husada Triwindu (2020) dari Menteri
Kesehatan, dan Satyalancana Karya Satya XX Tahun (2019)
dari Presiden RI.







PRAKATA PENGUKUHAN

Bismillahirrahmanirrahim.

Assalaamu’alaikum warahmatullahi wabarakatuh.

Salam sejahtera untuk kita semua.

Majelis Pengukuhan Profesor Riset, Kepala Badan Riset dan
Inovasi Nasional yang mulia, dan hadirin yang saya hormati.

Pertama-tama, marilah kita panjatkan puji dan syukur ke hadirat
Allah Swt. atas segala rahmat, nikmat, dan karunia-Nya sehingga
dalam kesempatan ini kita dapat berkumpul dan bersama-sama
hadir pada acara orasi ilmiah pengukuhan Profesor Riset di
Badan Riset dan Inovasi Nasional.

Pada kesempatan yang berbahagia ini, dengan segala
kerendahan hati, izinkan saya, pada tanggal 14 Desember 2023
menyampaikan orasi ilmiah dengan judul:

“PENGEMBANGAN DIAGNOSTIK LABORATORIUM
UNTUK MENINGKATKAN PENATALAKSANAAN DAN
PENGENDALIAN DIFTERI”







I. PENDAHULUAN

Masalah kesehatan di Indonesia telah mengalami pergeseran dari
penyakit menular ke penyakit tidak menular (Kemenkes, 2020).
Namun, masalah penyakit menular belum sepenuhnya teratasi.
Sesuai dengan Rencana Strategis Kementerian Kesehatan tahun
2020-2024, tuberkulosis (TB) (Misnadiarly & Sunarno, 2007),
malaria (Fitri et al., 2023; Sulistyaningrum et al., 2020), dan HIV/
AIDS (Pasaribu et al., 2019) merupakan tiga penyakit menular
yang perlu mendapatkan perhatian khusus, selain penyakit
infeksi yang berpotensi menyebabkan kedaruratan kesehatan
masyarakat atau wabah, seperti Covid-19 (Sariadji et al., 2023)
dan penyakit tropis terabaikan (Kemenkes, 2020). Begitu juga
dengan penyakit yang dapat dicegah dengan imunisasi (PD3I)
(Kemenkes, 2020), seperti pertussis (Sunarno et al., 2022),
hepatitis B (Lestari et al., 2023), dan difteri (Sunarno et al.,
2021)

Difteri merupakan salah satu penyakit menular yang
dapat dicegah dengan imunisasi sekaligus berpotensi
wabah. Pemerintah telah memasukkan vaksinasi difteri ke
dalam imunisasi wajib bayi dan balita untuk mencegah dan
mengendalikan difteri di Indonesia (Gunardi et al., 2017).
Namun, kasus baru masih terus terjadi hingga saat ini. Hal serupa
juga terjadi secara global di berbagai belahan dunia, terutama




negara-negara berkembang (middle-low income countries)
(WHO, 2023).

Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) melaporkan bahwa
Indonesia selalu berada di antara lima negara dengan kasus difteri
terbanyak di dunia selama beberapa tahun terakhir. Tahun 2021,
data difteri global dilaporkan sebanyak 8.628 kasus. Indonesia
menempati posisi keempat dengan kasus sebanyak 235 setelah
Etiopia (4.453 kasus), India (1.768 kasus), dan Yaman (1.516
kasus). Apabila dibandingkan beberapa tahun sebelumnya, tren
kasus difteri yang dilaporkan di Indonesia cenderung mengalami
penurunan, yaitu 1.026 kasus (2018), 495 kasus (2019), dan
259 kasus (2020). Walaupun demikian, kewaspadaan terhadap
meningkatnya kasus baru tetap harus ditingkatkan. Hal ini
karena difteri merupakan penyakit re-emerging yang sewaktu-
waktu dapat melonjak, sebagaimana terjadi tahun 2016—2018
dengan 342 kasus, 954 kasus, dan 1.026 kasus per tahun (WHO,
2023). Peningkatan kasus difteri luar biasa pernah terjadi di
Rusia dan sekitarnya tahun 1990-an. Kejadian ini dicatat dalam
sejarah sebagai wabah difteri terbesar pada era vaksinasi. Saat
itu, lebih dari 150.000 kasus difteri dilaporkan dengan kematian
sekitar 5.000 kasus (Guilfoile, 2009).

Keberhasilan pengendalian penyakit difteri bertumpu pada
dua hal pokok, yaitu penatalaksanaan kasus dan pencegahan
penularan atau munculnya kasus baru yang membutuhkan
peran serta semua pihak terkait. Penatalaksanaan kasus
difteri umumnya meliputi pemberian antibiotik dan serum
antidifteri (ADS). Sementara itu, pencegahan kasus baru




dilakukan dengan vaksinasi, menghindari kontak fisik dengan
penderita, dan pemberian antibiotik profilaksis (Kemenkes,
2018). Penatalaksanaan kasus dan pengendalian difteri dengan
pemberian antibiotik, ADS, dan vaksinasi ini baru dilaksanakan
mulai abad ke-20, meskipun difteri telah dikenal sejak era
sebelum masehi. Hal ini tidak terlepas dari hasil penelitian
laboratorium yang dilakukan oleh Edwin Klebs tahun 1883 dan
Friedrich Loeffler tahun 1984. Mereka berhasil menemukan
mikroorganisme (bakteri) penyebab difteri dan mengisolasinya
dari sampel klinis (Guilfoile, 2009). Dengan demikian, ada peran
penting laboratorium dalam perkembangan penatalaksanaan dan
pengendalian difteri.

Laboratorium digunakan untuk konfirmasi kasus klinis
(diagnosis laboratorium) melalui serangkaian pemeriksaan
mikrobiologi, meliputi isolasi dan identifikasi bakteri penyebab
difteri, termasuk toksigenisitasnya. Toksigenisitas bakteri
adalah kemampuan bakteri untuk menghasilkan toksin difteri
yang berkaitan dengan gambaran klinis penyakit. Toksin ini
dapat dihasilkan oleh beberapa spesies bakteri dari Genus
Corynebacterium, meliputi Corynebacterium  diphtheriae,
Corynebacterium ulcerans, Corynebcterium pseudotuberculosis,
Corynebactrium silvaticum, Corynebacterium belfantii, dan
Corynebacterium rouxii. Tiga spesies terakhir merupakan
spesies baru yang diusulkan berdasarkan identifikasi lebih lanjut




di laboratorium terhadap spesies yang sudah ada (Guilfoile,
2009; Putranto et al., 2014; Viana et al., 2023).

Pengetahuan tentang bakteri penyebab difteri mengalami
perkembangan dari waktu ke waktu, begitu juga dengan metode
diagnostik laboratorium yang digunakan. Bagaimanapun,
metode konvensional sebagai gold standard memiliki beberapa
keterbatasan. Di sisi lain, teknik molekuler seperti polymerase
chain reaction (PCR) memiliki beberapa kelebihan yang
dapat dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai pemeriksaan
komplementer. Bila dibandingkan metode konvensional, PCR
lebih cepat, lebih sensitif, lebih murah, dan relatif kurang
terpengaruh oleh transportasi dan riwayat pemberian antibiotik
(Sunarno et al., 2013). Selain itu, PCR dapat menjadi solusi atas
terbatasnya laboratorium pemeriksa difteri karena keberadaan
mesin PCR ada di hampir semua rumah sakit daerah.

Naskah orasi ini memuat rangkaian kegiatan pengembangan
diagnostik laboratorium yang telah dilakukan oleh penulis,
dilengkapi dengan beberapa hasil penelitian laboratorium
sebagai upaya untuk meningkatkan penatalaksanaan dan
pengendalian difteri di Indonesia. Pengembangan diagnostik
laboratorium  yang dilakukan meliputi pengembangan
dan evaluasi medium transport, pengembangan medium
enrichment, pengembangan dan evaluasi berbagai medium
kultur, serta pengembangan PCR, baik metode realtime maupun
konvensional. Pengembangan diagnostik laboratorium dilakukan
untuk meningkatkan sensitivitas, spesifisitas, efektivitas,
efisiensi, dan visibilitas pemeriksaan, baik dengan metode




konvensional maupun digabungkan dengan PCR. Upaya ini
diharapkan dapat meningkatkan keberhasilan penatalaksanaan
kasus dan pengendalian penyakit di lapangan. Bab 1 merupakan
pendahuluan yang menyajikan perspektif tentang difteri sebagai
masalah kesehatan dan peran laboratorium dalam pengendalian
difteri. Bab 2 menyajikan gambaran tentang perkembangan
diagnostik, penatalaksanaan, dan pengendalian difteri dari
waktu ke waktu. Bab 3 menyajikan data tentang pengembangan
diagnostik difteri yang telah dilakukan di Indonesia. Bab 4
menyajikan peran laboratorium dalam penatalaksanaan kasus
dan pengendalian difteri. Bab 5 berisi kesimpulan dan Bab 6
merupakan penutup, berisi tantangan dan harapan.







II. PERKEMBANGAN DIAGNOSTIK DAN
PENATALAKSANAAN SERTA PENGENDALIAN
DIFTERI

Penyakit difteri diperkirakan telah ada sejak abad ke-7 sebelum
masehi (SM). Namun, diagnostik dan pengobatan modern baru
dimulai akhir abad ke-19 setelah bakteri penyebab difteri berhasil
diidentifikasi dan diisolasi. Pada buku ini, perkembangan
diagnostik, penatalaksanaan, dan pengendalian difteri dibagi
menjadi tiga periode, yaitu sebelum abad ke-19, saat abad ke-
19, dan setelah abad ke-19.

A. Sebelum Abad Ke-19

Sebelum abad ke-19, istilah difteri belum dikenal. Nama
penyakit yang merujuk pada gambaran klinis difteri antara lain
Askara, Morbus soffocans, El garatillo, dan beberapa nama
lainnya. Penyakit yang diduga merupakan difteri digambarkan
oleh Hippocrates (abad ke-7 SM), Aretaeus (abad ke-2), dan
Aetius (abad ke-6). Pada abad ke-16 hingga abad ke-19, banyak
sekali laporan tentang epidemik dan wabah penyakit dengan
gambaran klinis difteri di berbagai belahan dunia (Guilfoile,
2009; Putranto et al., 2014).

Pada periode ini, diagnostik laboratorium difteri belum
semaju saat ini. Penyebab pasti penyakit difteri juga belum
diketahui. Pada umumnya, sumber penyakit dikaitkan dengan
tanah, udara (atmosfer), dan cuaca. Meskipun mikroskop




sudah ditemukan, pemeriksaan mikroskopik untuk menunjang
diagnosis difteri belum dilakukan (Guilfoile, 2009; Putranto et
al., 2014).

Penatalaksanaan kasus atau pengobatan umumnya
menggunakan pendekatan topikal dan sebagian per oral.
Beberapa bahan yang digunakan dalam pengobatan difteri antara
lain madu, boraks, dan beberapa jenis bahan alam. Umumnya,
metode ini tidak efektif sehingga kasus kematian sangat tinggi.
Difteri menjadi salah satu penyebab utama kematian penduduk
saat itu (Guilfoile, 2009).

B. Abad Ke-19

Periode ini dianggap sebagai tonggak sejarah pengobatan
modern difteri. Pada periode ini, istilah difteri mulai digunakan
dan penyebab pasti difteri telah ditemukan. Tahun 1818-1826,
istilah difteri diperkenalkan oleh Pierre Bretonneau (1778-1862)
yang menamai penyakit dengan diphtérite. Istilah ini berasal
dari bahasa Yunani yang berarti selaput, kulit, atau tersembunyi
merujuk pada gambaran klinis pseudomembran yang merupakan
ciri khas penyakit difteri (Guilfoile, 2009).

Dalam hal diagnostik laboratorium difteri, tahun 1883, Edwin
Klebs (1834—1913), berhasil mengidentifikasi bakteri penyebab
difteri secara mikroskopik. Tahun 1884, Fredrick Loeffler
berhasil menumbuhkan dan mengisolasi bakteri yang ditemukan
Klebs dan diberi nama Klebs-Loeffler bacterium. Selanjutnya,
nama tersebut diganti menjadi Microsporon diphtheriticum,
Bacillus diphtheriae, Mycobacterium diphtheriae, dan sekarang




Corynebacterium diphtheriae. Loeffler melakukan pemeriksaan
laboratorium dengan mikroskop menggunakan pewarnaan
methilene blue yang dicampur dengan alkohol dan potassium
hydroside (Guilfoile, 2009; Putranto et al., 2014).

Awalnya, Loeffler mengisolasi dan memurnikan bakteri
penyebab difteri dengan meat broth-gelatin medium di
laboratorium, namun gagal. Kemudian, Loeffler menggunakan
medium yang mengandung coagulated sheep blood. Langkah ini
berhasil menumbuhkan bakteri yang sebelumnya diidentifikasi
oleh Edwin Klebs. Uji coba pada hewan model menunjukkan
bahwa bakteri penyebab difteri tidak menyebabkan sakit pada
mencit, tikus, dan monyet ekor panjang. Di sisi lain, bakteri
tersebut menyebabkan penyakit menyerupai difteri pada
kelinci, ayam, dan terutama marmot. Tahun 1888, Emile Roux
(1853—-1933) dan Alexandre Yersin (1863—1943) menunjukkan
bahwa C. diphtheriae memproduksi toksin difteri dan toksin
tersebut yang menyebabkan gambaran klinis difteri (Guilfoile,
2009; Putranto et al., 2014).

Dalam penatalaksanaan kasus difteri, Pierre Bretonneau
melaporkan keberhasilan pertama tindakan tracheostomy
untuk mengatasi sumbatan jalan nafas pada kasus difteri tahun
1825. Tindakan ini masih dilakukan hingga saat ini, meskipun
tahun 1855, J.F. Reybard (1795-1863) memperkenalkan
tracheal intubation sebagai pengganti tracheostomy (Guilfoile,
2009; Opinel et al., 2013). Tahun 1890, Shibasaburo Kitasato
(1852-1931) dan Emil von Behring (1854—1917) melakukan
imunisasi pada marmot menggunakan heat-treated diphtheria




toxin. Mereka menunjukkan bahwa cara tersebut dapat
digunakan untuk mencegah efek toksin difteri pada hewan
yang diimunisasi, dan serum hewan tersebut dapat digunakan
sebagai terapi serum bagi hewan lain. Terapi serum ini berhasil
menurunkan kematian kasus dari 50—-60% menjadi 24,5%. Jika
dipisahkan dengan kasus ko-infeksi (murni difteri), kematian
kasus menurun dari 32—34% menjadi 12% (Guilfoile, 2009;
Rudi et al., 2014; Opinel et al., 2013).

Joseph Grancher (1843—-1907) menyatakan bahwa difteri
ditularkan melalui kontak langsung manusia ke manusia atau
melalui barang-barang dari pasien. Joseph merekomendasikan
isolasi pasien dan teknik aseptik serta penggunaan ambulans
dalam transportasi pasien untuk mencegah penularan dan infeksi
silang. Termasuk di dalamnya adalah disinfeksi peralatan pasien
dan cuci tangan dengan disinfektan.Untuk membunuh bakteri,
digunakan asam salisilat atau glycerin dan membilasnya dengan
asam borat dan asam fenol yang dicampur air. Tata laksana
kasus dengan isolasi dan prinsip aseptik tetap dilakukan hingga
saat ini (Guilfoile, 2009).

C. Setelah Abad Ke-19

Setelah abad ke-19, penyebab difteri telah ditemukan dan kasus
kematian berhasil diturunkan. Namun, wabah difteri masih terus
terjadi di banyak negara pada abad ke-20. Tahun 1921, Amerika
Serikat mencatat 206.000 kasus difteri dengan 15.520 kematian.
Ini menjadi tahun terburuk untuk difteri di Amerika Serikat
sepanjang abad ke-20. Tahun 1943, terjadi wabah difteri di Eropa




dengan 1 juta kasus dan 50.000 kematian (tidak termasuk Uni
Soviet). Wabah difteri di Rusia dan sekitarnya (bekas Uni Soviet)
terjadi tahun 1994-1997 dengan kasus sekitar 150.000 dan
kematian kasus sebanyak 5.000 orang. Kejadian ini merupakan
yang terburuk setelah era vaksinasi (Guilfoile, 2009).

Secara global, diagnostik laboratorium difteri umumnya
mengacu pada pedoman Organisasi Kesehatan Dunia (WHO).
Pedoman diagnostik laboratorium difteri yang dikeluarkan
oleh  WHO beberapa kali direvisi, menyesuaikan dengan
perkembangan teknologi. Perkembangan pengetahuan terkait
penyebab difteri dan transmisi penyakit juga menjadi alasan
pembaruan pedoman. Saat ini, tidak hanya C. diphtheriae yang
diketahui dapat menyebabkan difteri, tetapi juga termasuk C.
ulcerans dan C. pseudotuberculosis. Begitu juga dengan transmisi
penyakit, ditengarai ada peran binatang di dalamnya. Pedoman
WHO 1981 telah diganti dengan Pedoman WHO 1994 dan
kembali diganti dengan pedoman terbaru tahun 2021. Perubahan
utama Pedoman WHO 2021 dari pedoman sebelumnya terkait
dengan beberapa hal berikut ini (WHO, 2021).

1) Definisi kasus dan strategi surveilans yang disesuaikan de-
ngan standar surveilans terbaru.

2) Laporan terkait manifestasi klinis atipikal dan tidak lazim
yang disebabkan oleh bakteri penyebab difteri.

3) Novel reservoir penyakit yang diidentifikasi di banyak ne-
gara.




4) Penggunaan metode baru untuk diagnostik laboratorium,
termasuk matrix assisted laser desorption ionization time
of flight mass spectrophotometry (MALDI-TOF M) untuk
identifikasi spesies.

Pedoman WHO tahun 2021 juga merekomendasikan
pemeriksaan lanjut difteri di laboratorium rujukan, seperti
serologi, resistensi antimikrob (AMR), dan molecular typing,
termasuk pemeriksaan next-generation sequencing (NGS)
untuk menunjang surveilans. Molecular typing digunakan untuk
memonitor penyebaran clonal yang memiliki pengaruh besar
terhadap kesehatan masyarakat. Metode ini dapat digunakan
untuk membedakan antara epidemik, endemik, dan kasus impor
(WHO, 2021).

Beberapa teknik penatalaksanaan kasus difteri pada periode
sebelumnya tetap dipertahankan hingga saat ini, seperti isolasi,
aseptik dan disinfeksi, terapi serum (ADS), serta tracheostomy
jika diperlukan. Penggantian terapi ADS serum kuda dengan
serum manusia juga mulai diuji dan diharapkan dapat digunakan
dalam terapi difteri di masa depan (Wenzel et al., 2020). Pada
awal abad ke-20, antibiotik mulai dikenalkan untuk terapi
penyakit infeksi, termasuk difteri. Selanjutnya, antibiotik tidak
hanya digunakan dalam tata laksana kasus, tetapi juga untuk
tindakan kemoprofilaksis pada carrier dan kontak erat pasien.
Memonitor terjadinya kelainan irama jantung, sumbatan jalan
nafas, serta gangguan organ lain juga menjadi bagian dari




prosedur penatalaksanaan kasus difteri saat ini (Kemenkes,
2018).

Pada abad ke-20, vaksinasi dilakukan untuk menekan
penularan penyakit. Pada awalnya, vaksinasi dilakukan dengan
campuran toxin-antitoxin (TAT). Tahun 2020-an, Gaston Ramon
dari Institute Pasteur berhasil membuat vaksin menggunakan
toksoid difteri yang merupakan hasil inaktivasi toksin difteri.
Vaksin yang mengandung toksoid dan dicampur dengan toksoid
tetanus serta diberi adjuvant inilah yang menjadi cikal bakal
vaksin DPT yang digunakan untuk mencegah difteri hingga saat
ini. Tahun 1930—-1940, kampanye dan pelaksanaan vaksinasi
difteri dilakukan secara masif’ke seluruh dunia, terutama Amerika
dan Eropa. Tahun 1970-an, WHO memasukkan DPT (vaksin
yang mengandung toksoid difteri) ke dalam daftar Expanded
Programme on Immunization untuk negara berkembang,
termasuk Indonesia (Guilfoile, 2009). Saat ini, imunisasi dasar
difteri di Indonesia dilakukan sebanyak empat kali, yaitu pada
usia 2, 3, 4, dan 18 bulan serta diulang sebelum masuk sekolah
(Gunardi et al., 2017). Imunisasi juga dilakukan pada anak
sekolah melalui program Bulan Imunisasi Anak Sekolah (BIAS)
dan sebagai tindakan atau respons terhadap adanya kejadian

luar biasa (outbreak response immunization) difteri (Kemenkes,
2018).







III. PENGEMBANGAN DIAGNOSTIK
LABORATORIUM DIFTERI DI INDONESIA

Secara umum, metode diagnostik laboratorium difteri
meliputi metode konvensional berbasis kultur sebagai gold
standard, teknik molekular, dan gabungan keduanya. Upaya
pengembangan diagnostik laboratorium difteri ditujukan
untuk mempercepat hasil, meningkatkan sensitivitas dan atau
spesifisitas, menurunkan biaya, dan meningkatkan visibilitas
pemeriksaan, terkait kemudahan pengerjaan dan ketersediaan
fasilitas.

A. Pengembangan Metode Konvensional

Pada metode konvensional, syarat mutlak untuk mendapatkan
hasil positif dari pemeriksaan laboratorium difteri adalah bakteri
di dalam sampel harus dalam kondisi hidup. Tantangan utamanya
ialah bagaimana mendapatkan sampel yang mengandung
bakteri hidup, bagaimana mempertahankan agar bakteri tetap
hidup selama transportasi sampel, bagaimana meningkatkan
viabilitas bakteri di laboratorium, dan bagaimana mendapatkan
hasil secara cepat. Oleh karena itu, pengambilan sampel harus
dilakukan oleh tenaga terlatih dan idealnya sampel diambil
sebelum pemberian antibiotik (Kemenkes, 2018; WHO, 2021).
Sampel juga harus ditempatkan pada medium transport dengan




suhu sesuai dan dikirim sesegera mungkin ke laboratorium
(Sunarno & Sariadji, 2017).

Medium transport yang paling umum digunakan untuk
mempertahankan kehidupan bakteri penyebab difteri adalah
medium Amies atau Stuart’s (World Health Organization, 2021).
Namun demikian, medium ini memiliki keterbatasan sehingga
direkomendasikan pengiriman sampel tidak memakan waktu
lebih dari 48 jam. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri
penyebab difteri tidak dapat ditumbuhkan dengan medium
kultur pada hari ke-4 ditempatkan dalam medium Amies pada
suhu ruang. Sebaliknya, bakteri dapat bertahan hidup selama
satu bulan lebih bila ditempatkan pada suhu 2—8°C (Saraswati
et al., 2021; Sunarno & Sariadji, 2017). Masalah yang timbul,
yaitu sangat sulit mempertahankan suhu 2—8°C lebih dari tiga
hari selama transportasi sampel ke laboratorium di negara tropis
dengan fasilitas terbatas seperti Indonesia.

Kendala keterbatasan medium transport perlu diatasi.
Sunarno dan tim berhasil mengembangkan dan mengevaluasi
dua medium ftransport alternatif yang dapat digunakan untuk
mempertahankan kehidupan bakteri penyebab difteri pada suhu
ruang, yaitu silica gel dan serum yang disuplementasi telurit.
Keduanya dapat mempertahankan kehidupan bakteri penyebab
difteri lebih dari 1 minggu pada suhu ruang dan bahkan lebih
dari 1 bulan pada suhu 2—8°C (Saraswati et al., 2021; Sunarno &
Sariadji, 2017). Oleh karena itu, pengiriman sampel dari daerah
ke laboratorium yang membutuhkan waktu lebih dari tiga hari
sejak pengambilan sampel disarankan menggunakan medium




alternatif tersebut. Kesulitan mendapatkan kit komersial untuk
keperluan pengambilan sampel difteri di lapangan selama
ini menjadi tantangan di satu sisi, namun sekaligus peluang
komersialisasi produk di sisi lain.

Setelah sampel diterima di laboratorium, pemeriksaan
harus segera dilakukan. Prinsip metode konvensional adalah
menumbuhkan bakteri pada medium kultur, mengisolasi,
dan mengidentifikasinya. Salah satu keterbatasan metode
konvensional adalah sensitivitas pemeriksaan yang rendah. Oleh
karena itu, diperlukan upaya untuk meningkatkan sensitivitas
pemeriksaan dengan meningkatkan kemampuan tumbuh pada
medium kultur. Untuk tujuan tersebut, dilakukan pengembangan
dan evaluasi medium enrichment. Medium ini digunakan untuk
inkubasi sampel sebelum ditumbuhkan pada medium kultur.
Sebanyak dua medium enrichment berhasil dikembangkan.
Medium ini terbukti dapat meningkatkan pertumbuhan bakteri
pada medium kultur, yaitu darah domba yang disuplementasi
telurit dan serum yang disuplementasi telurit. Medium
enrichment ini terbukti dapat meningkatkan keberhasilan kultur
bakteri penyebab difteri hingga tiga kali lipat (Sunarno, et al.,
2020). Darah dan serum merupakan medium yang paling cocok
untuk pertumbuhan bakteri penyebab difteri. Sementara itu,
penambahan telurit ditujukan untuk menekan pertumbuhan
bakteri lain sehingga kompetisi dalam pertumbuhan bakteri
dapat diminimalisasi.

Setelah diinkubasi pada medium enrichment, sampel
ditumbuhkan pada medium kultur. Saat ini, medium




Loeffler sudah jarang digunakan, begitu juga dengan
pewarnaan mikroskopiknya. Pedoman WHO terbaru (2021)
merekomendasikan penggunaan tiga jenis medium untuk
kultur primer sampel difteri, yaitu agar-darah, agar-darah yang
disuplementasi telurit (Hoyle s Medium), dan medium Tinsdale.
Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) juga merekomendasikan
pewarnaan gram untuk pemeriksaan mikroskopik (World Health
Organization, 2021). Medium Tinsdale sangat selektif sehingga
memudahkan dalam isolasi bakteri penyebab difteri. Namun,
efek selektif ini juga dapat menekan pertumbuhan bakteri target
(bakteri penyebab difteri). Selain itu, masa simpan medium
Tinsdale direkomendasikan tidak lebih dari 4 hari. Oleh karena
itu, tidak semua laboratorium menggunakannya secara rutin
untuk pemeriksaan difteri (World Health Organization, 2021).

Medium yang paling umum digunakan di laboratorium untuk
pemeriksaan difteri adalah agar-darah yang disuplementasi
telurit. Medium ini dapat berupa Hoyle's medium atau cystine
telurite blood agar (CTBA). Keduanya cukup selektif untuk
menumbuhkan bakteri penyebab difteri meskipun tidak
seselektif medium Tinsdale. Medium ini juga lebih ‘subur’
dibandingkan medium Tinsdale. Beberapa jenis bakteri dan
jamur yang dapat tumbuh pada medium ini dapat disingkirkan
dengan pemeriksaan mikroskopik (Sariadji et al., 2015; Sariadji
et al., 2014; World Health Organization, 2021).

Medium yang paling subur untuk menumbuhkan bakteri
penyebab difteri adalah agar-darah (blood agar) (Sunarno &
Sariadji, 2017). Namun, agar-darah bukan medium selektif,




hampir semua jenis bakteri dapat tumbuh pada medium tersebut.
Oleh karena itu, agar-darah hanya cocok digunakan oleh tenaga
laboratorium yang sangat berpengalaman. Selektivitas terbatas
agar-darah dalam menumbuhkan bakteri penyebab difteri dapat
dilakukan dengan menambahkan fosfomisin tanpa mengurangi
secara signifikan tingkat kesuburannya (Adriati, 2018).
Suplementasi agar-darah dengan fosfomisin bukanlah hal yang
baru. Walaupun demikian, medium ini jarang digunakan karena
membutuhkan glucose-6-phosphat dehidrogenase (G6PD) yang
sangat mahal.

Upaya memodifikasi medium Tinsdale agar dapat disimpan
lebih lama berhasil dilakukan oleh penulis dan tim dengan
memisahkan komponen medium dan komponen suplemen
(Fitriana et al., 2019). Dengan demikian, penggunaan medium
Tinsdale lebih visibel dilakukan di lapangan. Selain itu,
modifikasi juga telah berhasil dilakukan pada medium agar-darah
yang disuplementasi fosfomisin sehingga penambahan G6PD di
laboratorium tidak perlu dilakukan. Medium ini terbukti paling
‘subur’ dibandingkan dua medium selektif lainnya (data tidak
dipublikasi).

Tahap berikutnya setelah bakteri berhasil ditumbuhkan pada
medium kultur ialah identifikasi spesies dan toksigenisitas.
Dulu, Loeffler memastikan apakah bakteri yang diisolasi
merupakan patogen penyebab difteri atau bukan ialah dengan
cara menyuntikkannya pada hewan percobaan. Saat ini,
identifikasi spesies dilakukan dengan tes biokimia, analisis
protein, polymerase chain reaction (PCR), maupun sekuensing




deoxyribonucleic-acid (DNA) (Sunarno et al., 2015; World
Health Organization, 2021). Keberhasilan identifikasi spesies
bakteri penyebab difteri sangat ditentukan oleh metode yang
digunakan. Beberapa kit komersial terbukti akurat untuk
identifikasi bakteri penyebab difteri, di antaranya API Coryne
(bioMérieux) dan RapID (remel) (Amalia et al., 2013; Sariadji
et al., 2014).

WHO juga telah menyetujui penggunaan metode semi
otomatis, seperti Vitek 2 (bioM¢érieux) (World Health
Organization, 2021). Sayangnya, metode ini terbatas dalam
identifikasi sampai tingkat spesies. Selain itu, penulis dan
tim menemukan risiko kesalahan interpretasi hasil yang
sangat mungkin terjadi di lapangan karena kesalahan memilih
cassette (Fitriana et al., 2017). Beberapa alat berbasis matrix
assisted laser desorption ionization time of flight mass
spectrophotometry (MALDI-TOF M) saat ini banyak digunakan
dan direkomendasikan oleh WHO. Metode ini memiliki
kelebihan karena lebih ekonomis dan lebih cepat (World
Health Organization, 2021). Meskipun demikian, tidak banyak
laboratorium di Indonesia yang menggunakan metode ini untuk
identifikasi bakteri penyebab difteri karena membutuhkan
mesin/alat tertentu.

Tes toksigenisitas bakteri penyebab difteri umumnya
dilakukan secara in vitro dengan elek fest yang pertama
diperkenalkan tahun 1949. Beberapa peneliti berusaha
memodifikasi elek test untuk meningkatkan performanya.
Modifikasi yang dilakukan oleh Engler dkk tahun 1998,




direkomendasikan oleh  WHO wuntuk diaplikasikan dalam
pemeriksaan rutin laboratorium difteri (Sariadji & Sunarno,
2017; World Health Organization, 2021). Elek test membutuhkan
medium spesifik untuk menumbuhkan sekaligus menghasilkan
toksin difteri. Di satu sisi, pertumbuhan bakteri membutuhkan
besi (Fe), namun di sisi lain toksin difteri diproduksi pada
medium dengan kadar besi rendah (Tchorbanov et al., 2004).
Sunarno dan tim berhasil mengembangkan medium alternatif
untuk pemeriksaan elek test sekaligus cystinase test, baik secara
bersamaan maupun terpisah. Hasil pengujian menunjukkan
kemampuannya dalam identifikasi dengan benar toksigenisitas
bakteri seluruh sampel seperti standar elek test. Begitu juga
kemampuannya dalam cystinase test sama dengan standar
medium Tinsdale (Fitriana et al., 2019).




Keterangan: Sampel 01 dan 02 teridentifikasi sebagai
bakteri penyebab difteri yang toksigenik dengan hasil
serupa dengan kontrol positif (+ dan ++). Kontrol ne-
gatif (-) adalah bakteri penyebab difteri nontoksigenik.
Kontrol negatif (2-) adalah bukan bakteri penyebab dif-
teri.

Sumber: Fitriana (2017)

Gambar 3.1 Penggunaan Medium Alternatif untuk
Cystinase Test dan Elek Test Sekaligus

B. Pengembangan PCR

Pemeriksaan laboratorium difteri dengan metode konvensional
memiliki beberapa keterbatasan, terutama terkait sensitivitas
yang rendah dan lama waktu yang dibutuhkan (Sunarno et al.,
2013). Oleh karena itu, banyak laboratorium menggunakan PCR
karena cukup cepat dan sensitif untuk melengkapi keterbatasan




yang ada (Kambang etal., 2016; Sunarno, Puspandari, Febriyana,
et al., 2021). WHO juga telah menyetujui penggunaan PCR
dalam konteks investigasi wabah (World Health Organization,
2021). Sejak diperkenalkan tahun 1990, PCR untuk pemeriksaan
difteri telah mengalami banyak perkembangan. Saat ini, tren
PCR untuk pemeriksaan difteri menggunakan teknik multipleks
dan real-time. Teknik ini memberikan keuntungan karena lebih
cepat, lebih mudah, dan komplet dengan biaya yang dapat
ditekan.

Beberapa teknik PCR berhasil dikembangkan untuk
identifikasi spesies sekaligus prediksi toksigenisitas bakteri
penyebab difteri dalam waktu singkat (Sunarno et al., 2015).
Pengembangan PCR dilakukan sejak tahap ekstraksi DNA.
Evaluasi beberapa metode ekstraksi DNA dalam pemeriksaan
PCR bakteri penyebab difteri, di antaranya metode boiling,
kit komersial QiaAmp DNA Minikit (Qiagen), dan ekstraksi
dengan NaOH telah dilakukan. Masing-masing metode memiliki
kelebihan dan kekurangan yang dapat digunakan sesuai dengan
kebutuhan dan keadaan. Metode boiling sangat murah dan
sederhana sehingga dapat dikerjakan dengan fasilitas terbatas,
namun di sisi lain konsentrasi DNA yang dihasilkan lebih
rendah dibandingkan metode yang lain. Sebaliknya, QiaAmp
DNA Minikit menghasilkan kualitas dan kuantitas DNA terbaik,
namun membutuhkan fasilitas dan pendanaan cukup tinggi serta
waktu pengerjaan lebih lama. Metode NaOH memberikan hasil
lebih baik dari boiling dengan biaya jauh lebih murah dari kit




komersial sehingga bisa dijadikan alternatif pilihan (Sunarno et
al., 2014).

Modifikasi metode atau proses PCR juga berhasil dilakukan
untuk meningkatkan kecepatan dan kemudahan pengerjaan,
salah satunya adalah metode 2-step PCR. Cara yang dilakukan
adalah menggabungkan tahap annealing dan ekstensi dalam
proses PCR. Hal ini membutuhkan primer PCR spesifik
dengan melting temperature (Tm) cukup tinggi, selain tetap
memperhatikan persyaratan primer yang baik. Oleh karena itu,
desain primer PCR semimanual dilakukan untuk mendapatkan
kriteria primer yang diinginkan (Sunarno & Novriani, 2015a,
2015b). Modifikasi metode PCR lainnya dilakukan dengan
menggabungkan proses ekstraksi DNA dengan proses PCR.
Dengan kata lain, ekstraksi DNA dilakukan pada mesin PCR
dan disatukan dengan tahapan proses PCR. Prinsipnya, DNA
diisolasi dengan metode boiling pada tahap initial denaturation
(97°C) dengan menambahkan waktu dari 3 menjadi 15 menit.
Suhu tersebut cukup untuk merusak dinding sel bakteri dan
mengeluarkan DNA di dalamnya yang berfungsi sebagai templat
DNA pada proses PCR. Metode ini dikenal dengan direct PCR
yang dapat menghemat biaya pemeriksaan dan mempersingkat
waktu pemeriksaan (Sunarno et al., 2013).

Beberapa metode PCR untuk pemeriksaan difteri memiliki
kelebihan dibandingkan metode PCR lain. Tahun 2015,
PCR berhasil dikembangkan untuk mengidentifikasi tiga
spesies bakteri penyebab difteri sekaligus memprediksi
toksigenisitasnya, termasuk prediksi strain non-toxigenic




tox gene-bearing (NTTB) yang tidak terdeteksi oleh PCR
lain (Sunarno, 2015; Sunarno et al., 2021). Metode tersebut
menggunakan gen dtxR sebagai marker C. ulcerans dan C.
pseudotuberculosis selain sebagai marker C. diphtheriae.
Gen dtxR memiliki beberapa kelebihan dibandingkan marker
yang biasa digunakan pada PCR lain berupa gen pld dan rpoB
(Sunarno et al., 2018).

Tahun 2017 (dipublikasi tahun 2022), metode real-time
PCR juga berhasil dikembangkan untuk identifikasi tiga spesies
bakteri penyebab difteri sekaligus prediksi toksigenisitasnya.
Metode ini memiliki kelebihan karena dapat membedakan
masing-masing spesies satu sama lain (Sunarno et al., 2022).
Sementara, saat itu metode real-time PCR yang ada hanya untuk
deteksi C. diphtheriae dan toksigenisitasnya atau membedakan C.
diphtheriae dari spesies lainnya, tanpa membedakan C. ulcerans
dari C. pseudotuberculosis (Badell et al., 2019; DeZoysa et al.,
2016). Metode real-time PCR ini telah digunakan di salah satu
laboratorium rujukan nasional difteri dan memiliki potensi yang
baik untuk diaplikasikan di laboratorium rumah sakit, mengingat
saat ini mesin real-time PCR tersebar ke hampir semua rumah
sakit daerah setelah pandemi Covid-19.

Kedua metode PCR (konvensional dan real-time) yang
dikembangkan menggunakan gen tox atau dtx dan gen dtxR
sebagai marker. Penelitian terkait menunjukkan bahwa gen
dixR yang ditemukan pada Corynebacterium diphtheriae
penyebab difteri di Indonesia cukup bervariasi. Beruntung,
variasi yang ada tidak berada pada lokasi penempelan primer




dan probe PCR (Fitriana et al., 2022; Mulyastuti et al., 2017;
Sunarno et al., 2017). Oleh karena itu, variasi gen dtxR perlu
dimonitor untuk mencegah terjadinya kesalahan identifikasi saat
melakukan pemeriksaan PCR. Selain itu, variasi dfxR juga dapat

memengaruhi produksi toksin dari bakteri penyebab difteri
(Sunarno et al., 2018).

Selain gen dixR, gen tox pada bakteri penyebab difteri perlu
dimonitor. Gen ini berfungsi untuk mengode sintesis toksin
difteri. Ada tidaknya gen tox menentukan apakah bakteri bersifat
toksigenik atau nontoksigenik. Bakteri yang tidak membawa gen
tox tidak memiliki kemampuan menyintesis toksin atau bersifat
nontoksigenik. Namun, tidak semua bakteri yang membawa
gen fox mampu menyintesis toksin atau bersifat toksigenik.
Sebagian kecil bakteri yang membawa gen fox tidak mampu
menyintesis toksin karena terjadi mutasi pada sekuens DNA.
Jenis ini dikenal dengan nama non-toxigenic tox gene bearing
(NTTB) (Wotkowicz et al., 2023; Zakikhany et al., 2014). Oleh
karena itu, pemeriksaan toksigenisitas bakteri dengan PCR perlu
dikonfirmasi dengan metode fenotipik seperti elek test (World
Health Organization, 2021).

Sekuens DNA gen fox perlu diidentifikasi untuk memastikan
tidak terjadi kesalahan identifikasi saat melakukan pemeriksaan
PCR. Sesuai dengan pedoman WHO, bila tidak terdeteksi
gen fox maka tidak perlu dikonfirmasi dengan elek test dan
langsung dapat ditetapkan sebagai nontoksigenik (World Health
Organization, 2021). Oleh karena itu, bila terjadi mutasi yang
menyebabkan negatif palsu akan menyebabkan kesalahan




identifikasi dan membahayakan pasien dan lingkungan. Hasil
identifikasi yang telah dilakukan oleh Sunarno dan tim dalam
beberapa penelitian menunjukkan bahwa gen fox yang diisolasi
dari bakteri penyebab difteri di Indonesia tidak terlalu bervariasi.
Mutasi yang ada tidak terjadi pada tempat penempelan primer
dan probe PCR sebagaimana terlihat pada Tabel 3.1 (Febriyana
et al., 2021; Mulyastuti et al., 2017; Sunarno et al., 2020). Selain
itu, tidak ditemukan adanya strain NTTB. Dengan demikian,
PCR dapat digunakan untuk memprediksi toksigenisitas bakteri
penyebab difteri di Indonesia dengan cepat dan cukup akurat
(Sunarno & Sariadji, 2016).

Tabel 3.1 Mutasi SNP Gen fox yang Ditemukan pada Bakteri Penyebab
Difteri di Indonesia

Posisi atau Titik Mutasi (Basa ke-)

Tipe Bakteri 34 415 705
C. diphtheriae PW8 T T G
(referensi)
Tipe 1 T T G
Tipe 2 T C A
Tipe 3 C C A

Sumber: Sunarno (2021)







IV. PERAN LABORATORIUM DALAM TATA
LAKSANA DAN PENGENDALIAN DIFTERI

Ketika ada kasus suspek difteri ditemukan di fasilitas kesehatan,
dokter akan memberikan penatalaksanaan medis yang sesuai,
termasuk melakukan rujukan bila diperlukan dan konsultasi
dengan Komite Ahli Difteri. Tim surveilans akan melakukan
penyelidikan epidemiologi, mengidentifikasi kontak terdekat,
dan melakukan tindakan pencegahan, termasuk kemoprofilaksis
dan jika dibutuhkan imunisasi tambahan. Sampel untuk
pemeriksaan laboratorium diambil sesegera mungkin dan
dikirim ke laboratorium. Bila hasil pemeriksaan laboratorium
menemukan bakteri penyebab difteri yang bersifat toksigenik
maka kasus tersebut dikatakan confirmed case. Penemuan kasus
terkonfirmasi laboratorium dapat dijadikan dasar penentuan
kejadian luar biasa (KLB) difteri. Dalam kondisi demikian, kepala
daerah (gubernur, bupati, atau wali kota) beserta perangkatnya
memiliki andil yang sangat besar untuk pengendalian difteri di
wilayah tersebut (Kemenkes, 2018).

Konfirmasi kasus klinis merupakan salah satu peran
penting laboratorium dalam penatalaksanaan dan pengendalian
difteri. Selain itu, laboratorium dapat membantu memahami
epidemiologi penyakit, misalnya dengan molecular typing.
Laboratorium juga dapat membantu penatalaksanaan kasus
maupun kontak erat dengan lebih baik, misalnya dengan
mengidentifikasi pola kepekaan bakteri terhadap antibiotik




di suatu wilayah. Para peneliti juga dapat menggunakan
laboratorium, misalnya untuk pengembangan diagnostik atau
pemeriksaan serologi.

A. Peran Laboratorium dalam Konfirmasi Kasus Klinis

Laboratorium  berperan dalam membantu menetapkan
klasifikasi kasus suspek sebagai kasus terkonfirmasi, kasus
dengan hubungan epidemiologi, kasus kompatibel klinis,
atau discarded. Klasifikasi ini penting untuk menentukan
respons epidemiologis yang akan dilakukan. Pada sebagian
wilayah, klinisi kurang familier dengan gambaran klinis difteri.
Pemeriksaan laboratorium dapat membantu klinisi dalam
memastikan kasus difteri. Di sisi lain, beberapa kasus difteri
menunjukkan gambaran klinis ringan menyerupai faringitis
secara umum tanpa adanya pseudomembran. Selain itu,
beberapa penyakit memiliki gambaran klinis berupa bercak yang
menyerupai pseudomembran difteri. Pemeriksaan laboratorium
dapat digunakan untuk menyingkirkan kemungkinan penyakit
lain (differential diagnosis).

Konfirmasi kasus difteri ditetapkan berdasarkan hasil
pemeriksaan laboratorium dengan metode konvensional
berupa hasil identifikasi spesies dan toksigenisitas. Mengacu
pada pedoman WHO terbaru (World Health Organization,
2021), pemeriksaan ini membutuhkan waktu 3—5 hari.
Metode konvensional yang dikombinasi dengan polymerase
chain reaction (PCR) untuk identifikasi spesies dan prediksi
toksigenisitas dapat mempersingkat waktu pemeriksaan menjadi




sekitar 24—48 jam (Sunarno et al., 2013). Beberapa laporan
menunjukkan penggunaan PCR untuk identifikasi adanya
bakteri penyebab difteri pada sampel klinis secara langsung. Hal
ini hanya membutuhkan waktu paling lama 3 jam (Sunarno, et
al., 2013; Sunarno et al., 2014). Meskipun hingga saat ini belum
digunakan untuk menentukan kasus terkonfirmasi laboratorium,
PCR dapat membantu melakukan respons cepat terhadap
kemungkinan kejadian luar biasa (KLB) difteri (World Health
Organization, 2021).

B. Peran Laboratorium dalam Penatalaksanaan Kasus
dan Carrier

Penatalaksanaan kasus difteri diberikan berdasarkan gambaran
klinis pasien. Salah satu yang perlu mendapatkan perhatian
khususnya dalam pemberian antibiotik adalah pola umum
resistensi bakteri terhadap antibiotik di suatu wilayah pada
periode tertentu. Indonesia merupakan negara dengan kasus
resistensi antimikrob (AMR) yang tinggi sehingga perlu
dimonitor secara berkala (Puspandari et al., 2021; Sunarno et al.,
2023). Peningkatan resistensi bakteri penyebab difteri terhadap
antimikrob perlu dimonitor untuk meningkatkan ketepatan
terapi, terutama terhadap dua obat lini pertama pengobatan
difteri, yaitu penisilin dan eritromisin.

Penelitian terdahulu menemukan resistensi bakteri penyebab
difteri di Indonesia terhadap beberapa antibiotik (Mutahhar et
al., 2020; Sariadji et al., 2018). Resistensi terhadap penisilin
cenderung mengalami peningkatan dari waktu ke waktu




(Sunarno et al., 2021; Husada et al., 2019). Beruntung, resistensi
bakteri penyebab difteri terhadap penisilin tidak setinggi bakteri
penyebab infeksi menular seksual (Sunarno et al., 2017). Hasil
penelitian terkait resistensi antimikrob telah dipublikasi sehingga
dapat dimanfaatkan sebagai masukan dalam penyusunan
rekomendasi kebijakan bagi pengelola program atau referensi
bagi klinisi dalam memberikan terapi, maupun peneliti dalam
melakukan penelitian lanjutan (Sariadji et al., 2017).

C. Peran Laboratorium dalam Monitoring Kekebalan
terhadap Difteri

Pemeriksaan serologi difteri digunakan untuk memonitor
kekebalan penduduk terhadap ancaman penyakit difteri.
Indonesia melakukan monitoring status kekebalan penduduk
terhadap beberapa penyakit yang dapat dicegah dengan imunisasi
(PD3I) melalui kegiatan Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas)
secara berkala. Selain pemeriksaan serologi pada usia 1-14
tahun, salah satu penelitian lanjutan dari kegiatan Riskesdas
adalah mengukur tingkat kekebalan pada orang dewasa (Sunarno
et al., 2021). Hal ini penting dilakukan mengingat booster
imunisasi yang seharusnya dilakukan setiap 10 tahun belum
menjadi program di Indonesia (Gunardi et al., 2017). Hasil
penelitian menunjukkan penurunan kekebalan terhadap difteri
pada orang dewasa yang mengindikasikan pentingnya dilakukan
booster imunisasi. Hasil penelitian dapat dimanfaatkan dalam




penyusunan rekomendasi kebijakan bagi pengelola program
vaksinasi (Sunarno et al., 2021).

D. Peran Laboratorium dalam Memahami Epidemiologi
Penyakit Difteri

Salah satu cara untuk memahami epidemiologi, termasuk
transmisi dan endemisitas penyakit adalah melalui teknik
molecular typing. Metode yang paling banyak digunakan
untuk molecular typing bakteri penyebab difteri dan telah
direkomendasikan Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) saat
ini adalah multilocus sequence typing (MLST) (Sunarno &
Novriani, 2017; World Health Organization, 2021). Sunarno
dan tim telah melakukan penelitian molecular typing bakteri
penyebab difteri dari beberapa wilayah Indonesia dengan
pendekatan MLST dan whole genome sequencing (WGS)
(Setiawaty et al., 2022; Sunarno et al., 2021; Sunarno et al.,
2020). Hasil molecular typing dengan pendekatan MLST
menunjukkan bahwa bakteri penyebab difteri di Indonesia
sangat bervariasi. Sebagian di antaranya diduga sebagai strain
asli Indonesia, sementara sebagian yang lain memiliki kesamaan
sequence types dan diduga memiliki hubungan dengan negara
tetangga, seperti Malaysia, Singapura, dan Filipina (Sunarno
et al.,, 2021). Hasil serupa terlihat dari analisis cgMLST
berdasarkan pemeriksaan WGS (dalam proses publikasi). Hal




ini mengindikasikan terjadinya transmisi penyakit antarnegara
yang perlu mendapat perhatian dari pemerintah.

WHO juga telah merekomendasikan penggunaan WGS
dalam surveilans rutin difteri untuk memahami epidemiologi
penyakit dengan lebih cepat dan baik (World Health
Organization, 2021). Data WGS bakteri penyebab difteri
dapat digunakan untuk memprediksi resistensi antimikrob
secara molekular, mengidentifikasi faktor virulensi, maupun
mempelajari transmisi penyakit melalui teknik molecular
typing dengan pendekatan cgMLST (Ahmed, 2022; Dangel et
al., 2019; Schaeffer et al., 2021).




V. KESIMPULAN

Difteri harus tetap diwaspadai karena merupakan penyakit re-
emerging yang sewaktu-waktu bisa meningkat secara cepat dan
berpotensi menyebabkan wabah. Dalam hal ini, laboratorium
memiliki peran penting dalam penatalaksanaan dan pengendalian
difteri.

Pengembangan diagnostik laboratorium dengan metode
konvensional sebagai gold standard pemeriksaan difteri dapat
meningkatkan sensitivitas dan kecepatan hasil pemeriksaan.
Pengembangan metode polymerase chain reaction (PCR)
dapat membantu dan melengkapi keterbatasan dari metode
konvensional sehingga dapat digunakan sebagai pemeriksaan
pendamping.

Penerapan hasil pengembangan diagnostik laboratorium
dan penggabungan metode konvensional dengan PCR
akan meningkatkan kecepatan, sensitivitas, dan visibilitas
pemeriksaan laboratorium difteri. Hal ini bermanfaat untuk
meningkatkan penatalaksanaan kasus dan pengendalian difteri,




terutama dalam merespons secara cepat terjadinya wabah atau
kejadian luar biasa (KLB) difteri di lapangan.

Keberhasilan pengembangan diagnostik laboratorium difteri
harus ditunjang dengan peran aktif semua pihak terkait, meliputi
klinisi dan tenaga kesehatan lain, surveilans, laboratorium, dan
pemerintah, baik pusat maupun daerah. Begitu juga dengan
masyarakat umum, perlu menjalankan perilaku hidup sehat dan
mengikuti program pemerintah, khususnya program imunisasi.




VI. PENUTUP

Masalah  kesehatan terkait difteri belum sepenuhnya
terselesaikan hingga saat ini, baik di Indonesia maupun dunia
secara umum. Adanya gap cakupan imunisasi memudahkan
transmisi penyakit dan menyulitkan upaya eliminasi. Adanya
peningkatan resistensi bakteri terhadap antimikrob juga perlu
diperhatikan. Selain itu, adanya keterbatasan dalam diagnostik
dan pemeriksaan laboratorium difteri dapat menjadi kendala
dalam penatalaksanaan kasus dan pengendalian penyakit.

Pengembangan diagnostik dan peningkatan kapasitas
laboratorium telah dilakukan. Namun, semua ini tidak akan
berperan maksimal dalam meningkatkan penatalaksanaan kasus
dan pengendalian difteri tanpa dukungan pihak lain. Peran serta
semua pihak terkait termasuk masyarakat sangat dibutuhkan,
khususnya dalam  menyukseskan program  imunisasi.
Peningkatan kompetensi petugas perlu terus dilakukan. Kerja
sama lintas sektor mutlak diperlukan, namun perlu kerja keras
untuk mengimplementasikannya. Egosektoral dan sikap acuh
tak acuh terhadap permasalahan yang ada masih terjadi dan ini
menjadi tantangan utama di masa depan.

Banyak laporan menemukan bakteri penyebab difteri pada
binatang, baik peliharaan maupun binatang buas. Oleh karena
itu, diusulkan pendekatan ome health untuk meningkatkan
keberhasilan pengendalian difteri di Indonesia. Perluasan
surveilans dengan memasukkan binatang sebagai sasaran




merupakan kebijakan yang perlu ditempuh di masa depan.
Dalam hal ini, metode cepat dengan sensitivitas tinggi seperti
PCR dapat digunakan sebagai metode skrining difteri pada
binatang. Optimalisasi penggunaan PCR perlu dilakukan untuk
mempercepat respons yang dibutuhkan. Pemanfaatan whole
genome sequencing (WGS) dalam surveilans difteri juga perlu
dilakukan sebagaimana telah direkomendasikan oleh Organisasi
Kesehatan Dunia (WHO). Begitu juga dengan pengembangan
rapid diagnostic test (RDT) dan inovasi-inovasi baru terkait
diagnostik laboratorium difteri harus dilakukan terus-menerus.
Semua upaya yang dilakukan diharapkan dapat memberikan
manfaat sebesar-besarnya untuk kepentingan masyarakat,
bangsa, dan negara.
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ifteri harus tetap diwaspadai karena merupakan penyakit re-

emerging yang sewaktu-waktu bisa meningkat secara cepat dan

berpotensi menyebabkan wabah. Dalam hal ini, laboratorium
memiliki peran penting dalam penatalaksanaan dan pengendalian difteri.

Pengembangan diagnostik laboratorium dengan metode konvensional
sebagai gold standard pemeriksaan difteri dapat meningkatkan sensitifitas
dan kecepatan hasil pemeriksaan. Pengembangan metode PCR
dapat membantu dan melengkapi keterbatasan dari metode konvensional
sehingga dapat digunakan sebagai pemeriksaan pendamping.

Penerapan hasil pengembangan diagnostik laboratorium dan
penggabungan metode konvensional dengan PCR akan meningkatkan
kecepatan, sensitifitas, dan visibilitas pemeriksaan laboratorium difteri.
Hal ini bermanfaat untuk meningkatkan penatalaksanaan kasus dan
pengendalian difteri, terutama dalam merespon secara cepat terjadinya
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tenaga kesehatan lain, surveilans, laboratorium, dan pemerintah, baik
pusat maupun daerah. Begitu juga dengan masyarakat umum,
perlumenjalankan perilaku hidup sehat dan mengikuti program
pemerintah, khususnya program imunisasi.
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