PS1
45

Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan, Kementerian Kesehatan

LAPORAN

Identifikasi dan Uji Resistensi Mikroorganisme
Penyebab Diare Pada Anak Balita di Indonesia
(Tahap II Lanjutan)

Penyusun Laporan :
Magdarina D.A, Nelly Puspandari,
Kambang Sariaji, Subangkit,

dan Tim

Pusat Biomedis dan Tcknologi Dasar Kesehatan.

Jalan. Percetakan Negara no. 29. Jakarta. 10560
2012




LAPORAN

Identifikasi dan Uji Resistensi Mikroorganisme
Penyebab Diare Pada Anak Balita di Indonesia
(Tahap II Lanjutan)

Penyusun Laporan :
Magdarina D.A, Nelly Puspandari,
Kambang Sariaji, Subangkit,

dan Tim
..... []=6 3013
: ):; i
| U —
Pusat Biomedis dan Teknologi ! - - seh:- '

Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan, Kementerian Kesehatan
Jalan. Percetakan Negara no. 29. Jakarta. 10560
2012




KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

Jalan Percetakan Negara No. 23 Jakarta 10560 Telcpon (021) 42881758, 42881763, 42881762, 42881745
! Kotak Pos 1226 Jakarta 10012 Fax (021) 42881754
KEPUTUSAN

KEPALA PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN
NOMOR: HK.03.05/11/750/2012

TENTANG

PEMBENTUKAN TIM PELAKSANA PENELITIAN TAHUN 2012

KEPALA PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

MENIMBANG . a. bahwa untuk melaksanakan kegiatan penelitian pada Pusat ‘Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan, perlu ditunjuk Tim Pelaksana Penelitian Tahun
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perlu menetapkan Keputusan Kepala Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar
Kesehatan tentang Pembentukan Tim Pelaksana Penelittan Tahun 2012
sejumlah tujuh belas penelitian;

MENGINGAT : 1. Undang-Undang Nomor 23 Tahun 1992 tentang Kesehatan (Lembaran
Negara Republik Indonesia tahun 1992 Nomor 100, Tambahan Lembaran
Negara Republik Indonesia Nomor 3495);

2. Undang-undang Nomor 14 Tahun 2001 tentang Paten (Lembaran Negara
Republik Indonesia Tahun 2302 Nomor 109, Tambahan Lembaran negara
Republik Indonesia Nomor 4130);

3.  Peraturan Pemerintah Rl No, 39 Tahun 1995 tentang Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan (Lembaran Negara Tahun 1995 Nomor 67,
Tambahan Lembaran Negara Nomor 3609);

4. Peraturan Pemerintah Nomor 20 Tahun 2005 tentang Alih Tehnologi
Kekayaan Intelektual serta hasil Penelitian dan Pengembangan oleh
Perguruan Tinggi dan Lembaga Penelitian dan Pengembangan (Lembaran
Negara Tahun 2005 Nomor 43, Tambahan Lembaran Negara Nomor 4497);

5. Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 791/Menkes/SK/VII/1999 tentang
Koordinasi Penyelenggaraan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

6. Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 1179A/Menkes/SK/X/1999 tentang
Kebijakan Nasiona! Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Peraturan Presiden Nomor 47 Tahun 2009 tentang Pembentukan dan
Organisasi Kementerian Negara.

7. Peraturan Menteri Kesehatan No. 1144/Menkes/Per/VIIl/2G10 tentang
Organisasi dan Tata Kerja Kementerian Kesehatan;

8. Keputusan Menteri Kesehatan Republik Indonesia No.HK.03.05/4/11675/
2011 tanggal 30 Desember 2011 tentang Penetapan Kuasa Pengguna
Anggaran, Pejabat Pembuat Komitmen, Pejabat Penguji dan
Penandatanganan SPM, Bendahara Pengeluaran dan Bendahara
Penerimaan pada Pusat Biomedis dan Teknologl Dasar Kesehatan di
Jakarta tahun anggaran 2012;

MEMPERHKATIKAN : 1. Daftar Isian Pelaksanaan Anggaran (DIPA) Pusat Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan tahun 2012 dengan No.0683/024-11.1.01/00/2012, tanggal
9 Desember 2011;
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2) Kepada Tim Pelaksana Penelitian pada Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar
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1) Melaksanakan Penelitian pada Pusat Biomedis dan Teknologi  Dasar
Kesehatan Tahun 2012, dengan susunan Tim sepetti pada lampiran surat
keputusan ini;

2) Menyerahkan Laporan Kemajuan Penelitian, Laporan Pelaksanaan Peneiitian
dan Laporan Akhir Penelitian kepada Kepala Pusat Biomedis dan Teknologi

_ Dasar Kesehatan.

KETIGA : Dalam melaksanakan tugasnya, Tim bertanggungjawab kepada Kepala Pusat

Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan serta wajib menyampaikan laporan
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penetapan ini akan diadakan perbaikan dan perubahan sebagaimana mestinya.

Ditetapkandi . Jakatla
Pada tanggal : 6 Februari 2012
b/KepaIa,
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Sekretaris Jenderal Kemenkes RI;

Inspektur Jenderal Kemenkes RI

Ketua Badan Pemeriksa Keuangan;

Kepala Badan Pengawasan Keuangan dan Pembangunan;

Kepala Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan,;

Sekretaris Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Kanwil Ditien Anggaran Kemenkeu Rl DKI Jakarta;

Para Kepala Pusat di Lingkungan Badan Litbang Kesehatan;

Kepaia'Bagian Tata Usaha Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan,;
Kepala Bidang Biomedis, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;
Kepala Bidang Teknologi Dasar Kesehatan, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan,;
Bendaharawan Pengeluaran Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;
Masing-masing yang bersangkutan untuk dilaksanakan.
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Ka. Badan Litbangkes Kemenkes RI, Ka Pusat Biomedis dan Telnologi Dasar Kesehatan,
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Jajaran Litbangkes yang telah mendukung dengan baik dalam pelaksanaan penelitian ini.

Kepada Departemen dalam negeri, Kepala Dinas Kesehatan tingkat Provinsi Banten ,
Kabupaten/Kota, Direktur Rumah Sakit Umum, Kepala Puskesmas beserta seluruh
Jajarannya, di Banten (Serang). Pada semua anggota tim peneliti dalam penelitian ini, yang
telah memberikan bantuan sepenuhnya kami ucapkan terima kasih. Juga ucapan terima kasih
yang sedalam-dalamnya kepada semua pasien beserta keluarganya yang telah mendukung
terlaksananya penelitian ini.
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dalam rangka penyempumaan laporan hasil penelitian ini.

Jakarta, Desember 2012

Ketua Pelaksana

Dr. drg. Magdarina Destri Agtini, MSc
NIP. 195012061984022001
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Abstrak

Diarec merupakan salah satu penyebab utama tingginya angka kesakitan dan kematian anak di dunia.
lebih dan 10 juta anak-anak umur kurang dan 5 tahun meninggal tiap tahunnya, sekitar 20%
meninggal karena infeksi diarc Saat ini angka kesakitan yang discbabkan diare adalah 3 8 per 1000
per tahun Median incidence sccara kescluruhan pada anak-anak berusia dibawah 5 tahun adalah 3 2
episode per anak per tahun. Angka kesakitan disebabkan infcksi diare tetap berlanjut, bertambahnya
daflar patogen saluran penccmaan yang mempunyai kemampuan untuk menimbulkan penyakit, dan
resistensi antibiotika yang juga semakin menimgkat, maka identifikasi penyebab, pola pcnycbarannya
dan uji kepckaan antibiotika tcthadap penycbab diare sangat diperlukan. Demikian juga karakterisasi
rotavirus. Data ini bermanfaat dalam perencanaan pengendalian penyakit diare, sebagai dasar
penentuan diagnosis dan pengobatan untuk pendenta diarc pada anak-anak. Tujuan pemctaan adalah:
Mecngidentifikasi mikrobiologi penycbab diarc ; Menentukan pola resistensi antibiotik dari bakteri
patogen cntcrik ; ldentifikasi parasit pada kasus diarc: (yang discbabkan parasit Cyclospora,
Cryptosporodium, Giardia lamblia dan Blastocystis hominis; ldentifikasi virus influenza (pada
tenggorokan dan tinja) yang bersamaan dengan timbulnya diare ; Dipcrolehnya pola patogen enterik
pcngunjung rumah sakit dan puskesmas, scrta phylogenetic tree rotavirus.

Telah dilakukan survcilan di rumah sakit dan puskcsmas terpilih di Banten (Serang). Responden
adalah anak usia balita yang menderita diare dibawa berobat ke rumah sakit atau puskcsmas, scsuai
kriteria inklusi baik pasien rawat jalan maupun rawat inap, diagnosis olch dokter yang berkompeten.
Spesimen yang diambil pada penderita yang bersedia untuk berpartisipasi adalah tinja dan usap
dubur, disimpan dalam media transport Cary Blair, simpan dalam lemari cs, suhu 2°C -8°C dan
dikinm ke laboratorium tcrpadu Balitbangkes dalam 24-48 jam setelah pengambilan.

Mctode baku untuk kultur bakteri akan dipakai dalam mengisolasi dan mcngidentifikasi ctiologi
bakteri. Semua bakteni patogen yang terisolasi akan dilakukan uji kepekaannya terhadap antibiotika
sesuai dengan prosedur baku. Analisa parasit dilakukan dengan pemenksaan mikyoskopis cahaya
yang baku. Analisa virus saluran pencemaan dilakukan dengan kit monoclonal enzyme immunoassay
yang telah dipasarkan (rotavirus) dan RT-PCR yang sudah dibakukan.

Dari hasil peneligan terlihat balita penderita diarc pengunjung RS dan Puskesmas terbanyak pada
‘umur 6 bulan-2 tahun. Penycbab diarc pada balita pengunjung RS dan Puskesmas yang terbanyak
adalah Rotavirus. Bakicri penycbab diare yang terbanyak adalah Campylobacter jejuni, kemudian
Salmonella spp, Shigella flemeri dan Shigella spp. Ditcmukan balita yang tennfcksi parasit
Entamoeba hystolytica.

Tes resistenst menunjukkan bakteri , Salmonella spp, Shigella spp, masih sensitif terhadap antibiotik.
Namun uji resistensi tcrhadap Campylobacter jejuni menunjukkan telah resisten terhadap beberapa
antibiotika. Dari hasil sckuensing rotavirus di lima provinsi, gen G (VP7) menunjukkan bahwa
scbagtan besar spesimen merupakan genotipe G | (94%) dan terdapat hanya 6% yang discbabkan olch
genotipe G2, sedangkan genotipe lainnya tidak ditemukan. Genotipc G1 ditemukan pada propinsi
Bali, Banten (Serang) dan Jakarta. Sedangkan Genotipe G2 ditemukan pada propinsi Sulawesi
Selatan (Makassar) dan Banten (Serang).

Phylogenetik Virus yang berasal dari Bali sangat berkerabat dckat dengan referens Gl dan sedikit
berbeda dengan virus yang berasal dari Serang dan Jakarta walaupun masing-masing virus terscbut
masih terdapat dalam | genotipe Gl. Sedangkan Genotipe 2, virus yang berasal dari Makassar
maupun Scrang sangat berkerabat dckat.
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Ringkasan Eksekutif

Diarc masth mcrupakan masalah global diberbagai negara tcrutama di ncgara berkembang, Di
Indonesia, diare merupakan salah satu penyakit endemis, morbiditas diare 3.2 per 1000 per tahun, dan
median incidence sccara keseluruhan pada anak-anak berusia dibawah 5 tahun adalah 3.2 cpisode per
anak per tahun

Morbuditas diarc tinggi pada anak balita, dari beberapa studi terlihat diarc menduduki urutan pertama
penycbab kcmatian pada balita dan berkontribusi besar terhadap tingginya angka kematian anak
balita. Juga sening terjadinya outhreak diare terutama pada kclompok rentan

Telah dilakukan surveilan di rumah sakit dan puskesmas terpilih di Banten (Serang) tahun 2012 pada
anak balita yang menderita diare dibawa berobat ke rumah sakit atau puskesinas, sesuai kritcria
inklusi batk pasien rawat jalan maupun rawat inap, diagnosis dilakukan oleh dokter/dokter anak
| setempat. Spesimen tinja dan usap dubur dikinm dalam media transport Cary Blair dan diperiksa di
laboratorium Balitbangkes Jakarta dalam 24-48 jam setelah pengambilan sampel.

Mectode baku untuk kultur bakten dipakai dalam mengisolasi dan mengidentifikasi etiologi bakteri
| Semua bakten patogen yang tcrisolasi akan dilakukan uj kepekaannya tcrhadap antibiotika sesuai
' dengan proscdur baku (NCCLS). Analisa parasit dilakukan dcngan pemeriksaan mikroskopis cahaya
| yang baku. Analisa virus saluran pencernaan dilakukan dengan kit monoclonal enzyme immunoassay
I yang tclah dipasarkan (rotavirus) dan RT-PCR yang sudah dibakukan.

Dari hasil penelitian terlihat balita penderita diare pengunjung RS dan Puskesmas terbanyak pada
umur 6 bulan-2 tahun. Penyebab diare pada balita pengunjung RS dan Puskesmas yang terbanyak
adalah Rotavirus. Baktcri penycbab diare yang tertbanyak adalah Campylobacter jejuni, kemudian
Salmonella spp, Shigella flexneri dan Shigella spp. Ditemukan balita yang terinfeksi parasit
Entamoeba hysiobyiica,

Tes resistensi menunjukkan bakten , Salmonella spp, Shigella spp, masih sensitif terhadap antibiotik.
Namun uji resistensi terhadap Campylobacter jejuni menunjukkan telah resisten terhadap beberapa
antibiotika. Dari hasil sckuensing rotavirus di lima provinsi, gen G (VP7) menunjukkan bahwa
scbagian besar spesimen merupakan genotipe G1 (94%) dan terdapat hanya 6% yang discbabkan olch
genotipc G2, secdangkan genotipe lainnya tidak ditemukan. Genotipe G1 ditemukan pada propinsi
Bali, Banten (Scrang) dan Jakarta. Scdangkan Genotipc G2 ditemukan pada propinsit Sulawcsi
Selatan (Makassar) dan Banten (Serang).

Phylogenetik Virus yang berasal dan Bali sangat berkerabat dekat dengan referens Gl dan scdikit
berbeda dengan virus yang berasal dan Serang dan Jakarta walaupun masing-masing virus tersebut
masith tcrdapat dalam | genotipe G1. Sedangkan Genotipe 2, virus yang berasal dan Makassar
maupun Serang sangat berkerabat dekat.

Terlihatnya pola mikrobiologi penycbab diare yang bervariasi dari tahun ketahun, mcskipun
diwilayah yang sama, dalam hal imi diperlukan pcmetaan mikrobiologi penyebab diare secara
berkesinambungan, agar dapat diketahui pcnyebab diare dengan tepat.  Dikctahuinya resestensi
mikrobiologi/bakteri tcrhadap antibiotic dapat digunakan scbagai pcdoman standar pelayanan pada
balita pendenta diarc di rumah sakit maupun Puskesmas. Rotavirnis sebagar penycbab diare
tcrbanyak, salah satu upaya pengendalian diare melalui pengembangan vaksin, perlu dilakukan
karakterisasi dari Rotavirus untuk mendapatkan informasi genotype yang domman dalam rangka

“selection of candidate vaccine
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[dentifikasi dan uji resistensi mikroorganisme

penyebab diare pada balita di Indonesia

L. Latar Belakang

Penyakit diare masih merupakan masalah global penting dengan derajat kesakitan dan kematian
yang tingg) terutama di negara berkembang, dan sebagai salah satu penyebab utama tingginya
angka kesakitan dan kematian anak di dunia. Secara umum, diperkirakan lebih dari 10 juta anak
berusia kurang dari 5 tahun meninggal setiap tahunnya, sekitar 20 % meninggal karena infeksi
diare."”” Kematian yang disebabkan diare di anwara anak — anak terlihat menurun dalam kurun
waktu lebih dan 50 tahun. Meskipun mortalitas dan diare dapat diturunkan dengan program
rehidrasi/terapi cairan namun angka kesakitannya masih tetap tinggi. Pada saat ini angka
kematian yang disebabkan diare adalah 3.8 per 1000 per tahun, median incidence secara

keseluruhan pada anak usia dibawah 5 tahun adalah 3,2 episode anak per tahun.’

Di Indonesia berdasarkan data laporan Surveilan Terpadu Penyakit (STP) puskesmas dan rumah
sakit (RS) secara keseluruhan angka insiden Diare selama kurun waktu lima tahun dan tahun

2002 sampai tahun 2006 cenderung berfluktuasi dari 6,7 per 1000 pada tahun 2002 menjadi 9,6

~per 1000 pada tahun 2006 ( angka insiden bervaniasi antara 4,5- 25,7 per 1000).* Menurut Survei

Kesehatan Rumah Tangga (SKRT) tahun 2001 penyakit diare menduduki urutan ke dua dari
penyakit infeksi dengan angka morbiditas sebesar 4,0% dan mortalisms 3,8%.° Dilaporkan pula
bahwa penyakit diare menempati urutan tertinggi penyebab kematian (9,4%) dari seluruh
kematian bayi.®

Dari riset kesehatan dasar (Riskesdas) tahun 2007, secara keseluruhan ditemukan prevalensi
Diare 4,9% dan bervariasi antara 4,2% - 18,9%.7

Pada New England Joumal of Medicina (de Jong), dilaporkan bahwa seorang anak yang datang
ke fasilitas kesehatan dengan keluhan diare berat dan akhimya meninggal, temyata disebabkan
karena Avian influenza (HSN1).* Laperan ini menunjukkan bahwa gambaran klinis dari penyakit

HSNI bisa lebih beraneka ragam dibanding penyakit influenza lainnya, sehingga kasusnya akan

terabaikan bila hanya menggunakan surveilan penyakit pernafasan rutin saja.




Masalah penting lainnya adalah semakin bertambahnya daftar patogen saluran pencemaan yang
mempunyai kemampuan untuk menimbulkan penyakit, dan resistensi antibiotika yang juga
semakin meningkat, maka identifikasi penyebab, pola penyebarannya dan uj kepekaan

antibiotika terhadap penyebab diare sangat penting untuk diketahut.

Hasii studi 1ni merupakan salah satu informasi dalam upaya perencanaan pengendalian penyakit
diare pada anak balita, bermanfaat terhadap diagnosis dan pengobatan pasien dengan diketahui
secara jelas adanya bennacam — macam kuman patogen saluran cema serta pola kepekaannya
terhadap antibiotik. Ditambah lagi, sejumlah patogen enterik baru telah muncul dan memerlukan

cara pendeteksian yang sensitif

Dari hasil penelitian pemetaan penyebab Diare pada anak balita yang dilakukan pada tahun 2005-
2007 yaitu masing-masing satu fumah sakit (RS) dan satu puskesmas di 6 kota (Jakarta,
Jogyakarta, Makassar, Mataram, Denpasar, dan Medan) secara keseluruhan ditemukan bahwa
penyebab diare yang tertinggi adalah Camphylobacter (23%), kemudian Salmonella sp 17%,
Aeromonas hidrophila 16%, Shigella flexneri 13%, Shigella Sonnei 12%, Vibrio cholera Ol 10%,
Vibrio cholera non Ol 3%, Plesiomonas shigelloides 1%, Aeromonas sobria 1%. Di rumah sakit
penyebab diare tertinggi adalah Rotavirus, tertinggi  di Mataram 66,2%, kemudian Makassar
56,2%, dan Denpasar 54,5%.

Pada tahun 2005-2007 di Mataram ditemukan Rotavirus penyebab diare pada péngunjung RS
(66,2%) lebih tinggi dibanding puskesmas (26,4%). Namun pada studi tahun 2009 di Mataram
ditemukan adanya perubahan persentase penyebab diare pasien pengunjung rumah sakit yaitu
Rotavirus di RS 84,2% dan di puskesmas 29,7%. Secara keseluruhan Campylobacter hanya
1,1%. Terhhat pula ada perubahan pola penyebab diare pengunjung rumah sakit dan puskesmas
yang sangat bervariasi. Untuk itu perlu dilakukan penelitian untuk mendapatkan pola penyebab
diare di beberapa daerah yaitu pada daerah dengan angka insiden diare yang tinggi. Dari
Riskesdas 2007 ditemukan prevalens: diare tinggi di beberapa daerah, di Sumatera berkisar 2,9%-
11,3%, Jawa-Bali berkisar 2,6-5,8%; NTB-NTT berkisar 5,7-8,1%. Kalimantan berkisar 2 8-
4,5%, Sulawesi berkisar 2 7-8,4%; Maluku dan Papua berkisar 2,6-7,8%.7 Angka kesakitan
disebabkan infeksi diare tetap berlanjut, bertambahnya daftar patogen saluran pencemaan yang
mempunyai kemampuan untuk menimbulkan penyakit, dan resistensi antibiotika yang juga

semakin meningkat, serta adanya perubaban pola penyebab diare terutama pada balita, maka
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identifikasi penyebab, pola penyebarannya dan uji kepekaan antibiotika terhadap penyebab diare
sangat diperlukan dalam upaya pengendalian diare. Diperolehnya pemetaan karakter molekuler /
epidemiologi penyakit yang berkaitan dengan penyebab diare pada balita ini selanjuinya akan
dikembangkan terutama untuk selection vaccine seed bacteria and virus untuk produksi /
pengembangan vaksin. Selain i1 pola kepekaan bakteri terhadap antibiotik , sebagai sumber
informasi untuk pedoman penggunaan antibiotik tepat guna pada penderita diare pada pelayanan
kesehatan di rumah sakit maupun di puskesmas.

Pada tahap lanjut studi ini, surveilan akan dilakukan di Provinsi Banten untuk tahun kedua, untuk
mengidentifikasi kemungkinan adanya perubahan pola penyebab diare dan resistensi antibiotika
Pelaksanaan pengumpulan data dan pemeriksaan laboratorium menggunakan metode yang sama
dengan tahun sebelumnya. Selain tujuan no 1-5 dibawah, pada tahap lanjutan ini akan dilakukan

juga karakterisasi rotavirus pada isolate tersimpan hasil isolasi studi tahun sebelumnya (tujuan

no.6).

II. Tujuan
1. Identifikasi patogen enterik penyebab diare pada anak usia balita

2. Identifikasi virus penyebab diare pada anak usia balita

3. Identifikasi pola patogen enterik pengunjung rumah sakitdan puskesmas

4. Tdentifikas; parasit pada kasus diare: (yang disebabkan parasit Cyclospora,
Cryptosporodium, Giardia famblia dan Blastocystis hominis

Identifikasi pola resistensi antibiotik terhadép bakteri bakteri pathogen enterik

o

6. Karakterisasi rotavirus pada isolate tersimpan hasil isolasi studi tahun sebelumnya

[I1. Manfaat

Sebagai sumber informasi karakter molekuler / epidemiologi penyakit yang berkaitan dengan
diare pada balita, pola kepekaan bakteri terhadap antibiotik , dalam perencanaan dan
pengembangan program diare di Indonesia (upaya pelayanan, diagnosis dan pengobatan ). Bio-

banking termasuk pengembangan vaksin.

IV. Metode

[V.1. Disain : cross sectional

Jenis studi : surveilan

IV.2. Tempat & Waktu penelitian :



Tahap lanjutan/tahun kedua (2012):

Tempat : Pada tahun pertama (2011), pemilihan wilayah penelitian berdasarkan daerah
dengan prevalensi diare tinggi. Dilakukan di Prov. Banten (Serang), DKI Jakarta, Prov.
Sulawesi Selatan (Makassar), Prov. Bali (Denpasar). Pemilihan rumah sakit dan puskesmas
berdasarkan data pengunjung diare balita tertinggi yang diperoleh dan dinas kesehatan
setempat. Pada tahun 2012, hanya dilakukan di Prov. Banten (Serang) untuk tahun kedua,
di satu rumah sakit dan dua puskesmas terpilih, untuk mengidentifikasi kemungkinan
adanya perubahan pola penyebab diare dan resistensi antibiotika.

Waktu: Tahun 2012

Prov. Kota ' Rumah sakit Puskesmas
F* Banten (Serang) **RSU Serang **PKM. Pamaraya
PKM. Anyer
| DKl .Jakarta RSU. Koja ) Tanjung priok
- Sulawesi Sclatan (Makassar) RSU l.abuang Baj Kassi-Kassi
| - Bah (Denpasar) RS. Wangaya Denpasar Barat 2

= wilayah penelitian tahun 2012
IV.3.Populasi dan Sampel
Populasi adalah anak usia balita (1bulan- 5 tahun) pengunjung RS dan Puskesmas
Sampel: adalah penderita diare usia 1 bulan — 5 tahun yang datang berobat dt RS dan
Puskesmas.
Besar sampel: sampel 2011
Dari beberapa studi, prevalensi mikrobiologi penyebab Diare berkisar 17,6 %.
Dengan derajat kepercayaan 95%, presisi absolute 5%, maka diperlukan sampel :
(1,96) x (0,176x 0,824)
= 2227 anak balita penderita diare
(0,05)?

Dengan perkiraan adanya sampel yang mengalami kegagalan pada saat pengambilan

sampel dan kerusakan pada saat pengiriman sampel 10%.

Sampel yang diperlukan (2227 + (10% x 2227)) = 2 449 responden. (dengan

pembulatan, masing-masing 246 responden /site/RS/puskesmas) . Total Sampel 2460
Masing-masing 615 sampel.

Berdasarkan hitung sampel 2011 : untuk studi lanjutan di Prov. Banten, besar sampel

untuk tahun 2012, adalah 615 balita pngunjung RS dan PKM.




Sampel untuk Molekuler karakteristik Rotavirus: menggunakan total iselate Rotavirus

tersimpan dari studi tahun sebelumnya.

IV 4. Definisi kasus

Diare : buang air besar lembek atau cair sebanyak tiga kali atau lebih dalam waktu 24
jam atau dua kah buang air besar yang lembek atau cair dalam waktu 24 jam disertai
satu atau lebih gejala yang berkaitan (demam, sakit perut atau kejang perut, nausea,
muntah, tenesmus, dan adanya darah pada tinja yang kadang berhubungan dengan

kasus diare). Demam : suhu oral > 38 °C (1 08 4°F)

IV.S. Kriteria inklusi dan cksklusi
a. Kriteria inklusi

| Umur: dartumur 1 bulan - § tahun.

2. Memenuhi definisi kasus diare (lihat di atas), ( penderita didiagnosis diare oleh dokter
spesialis anak / dokter yang bertugas di pelayanan kesehatan tersebut dan memenuhi
defimst kasus diatas)

3. Persetujuan dari orang tua atau wali untuk berpartisipasi dalam studi ini.

b. Kriteria eksklusi
1. Tidak adanya informasi : klinis maupun informasi pada sampel.

2. Sampel tanpa label

IV.6. Pelaksanaan penelitian

Responden adalah anak balita yang dibawa berobat ke rumah sakit di bagian anak dan unit gawat

darurat (UGD) atau puskcsmas (bagian poli ibu dan anak), rawat jalan maupun rawat inap dan

memenuhi kriteria inklusi (diagnosis oleh dokter Sp.A/dokter yang bertugas), bila bersedia untuk
ikut dalam studi dan Ifermecd censent (Lampiran.1) telah ditanda tangam oleh orang tua atau
wah sesuai_hukum yang berlaku Pengumpulan data dilakukan dengan menggunakan formulir
kunjungan klinis, formulir follow up 30 hari sesudah pasien pulang dan pengambilan spesimen.
a. Formulir kunjungan klinis (Lampiran.2)

Pen gumpulan Informasi karakteristik responden, status kunjungan praklinis, gejala

klhimis, skala keparahan diare ~ -~ - oleh dokter dibantu oleh para medts

Orang tua/ wal peserta studi diperlukan untuk memberikan informasi pada kuesioner

kunjungan klinis.




b. Pengambilan Sampcl Klinis
Tinja dan usap dubur akan diambil dar semua pasien peserta studi diare;
- Usap dubur (cotton swap) akan disimpan dalam media transport Cary Blair, disimpan

dalam lemari es, suhu 2°C - 8°C | selanjutnya dikirim ke laboratorim terpadu Badan

Litbangkes dalam waktu 24 — 48 jam.

- Sampel tinja dimasukkan ke dalam dua tempat sampel untuk transport yang berlainan.
Kedua tempat sampel tersebut akan diber: label dengan nomor studi, tanggal, dan
nama penderita. Pertama — tama sampel tinja akan dimasukkan sampai tercelup pada
tabung spesimen yang tefah diisi dengan formalin 10% (untuk pemeriksaan parasit)
dan disimpan pada suhu kamar. Sampel tinja yang kedua akan disimpan pada tempat
spesimen yang steril yang telah diberi label dan disimpan pada suhu 2°C - 8° C (untuk
memeriksa virus saluran pencemaan).

Semua sampel akan dikirim melalui kurir udara atau darat dalam waktu 24-48 jam
sesudah pengambilan sampel.(Lampiran.7)
¢. Follow up 30 han setclah pasien pulang dari RS atau puskesmas.(Lampiran.3)
Petugas medis akan mengun jungi responden setelah 30 hari pulang dari RS atau puskesmas

untuk mendapatkan informasi kejadian kematian karena diare, termasuk informasi terkait

lainnya

IV.6.1. Pencatatan dan pengiriman data pasien dan spesimen.

a. Setiap lokasi studi akan mempunyai buku pencatatan dari pasien yang ikut serta.

Dapat membuat foto kopi dari semua kuisioner yang telah diisi dan menyimpannya untuk
arsip.

b. Semua sampel (usap dubur, tinja dan sampel saluran pemafasan) dan kuisioner yang sama akan
dikirim ke laboratorium bakteriologi Badan Litbangkes, melalui kurir darat, dalam waktu 24 —
48 jam sesudah pengambilan Pada bagian penerimaan di Balitbangkes, semua sampel akan
dicatat ke dalam sistem pencatatan sampel yang tersedia, selanjutnya sampel segera dikirim ke

laboratorium yang ditentukan untuk analisa biologi.

IV.6.2.Proses Pemeriksaan Laboratorium. (pedoman dan prosedur secara lengkap : pada

lampiran S dan lampiran 6

Spesimen tinja dan usap dubur setelah diterima di Balitbangkes segeia diproses di

laboratorium terpadu Balitbangkes.



a. Bakteri

Metode baku untuk kultur bakteri akan dipakai dalam mengisolasi dan mengidentifikasi
etiologi bakteri. Usap dubur akan diinokulasikan pada beberapa media selektif dan media
pengaya. Terdiri dan ; Xylose lysine deoxycholate agar (XLD), Thiosulfate citrate bile
sucrose agar (TCBS), MacConkey agar (MAC), Salmonella — Shigetla (SS), Campylobacter
blood agar (CBA) Sebagai tambahan sampel tinja akan diinokulasikan ke dalam media
pengaya selenite dan alkaline — pepton water (APW) Hasil subkultur akan dilihat setelah
diinokulasi selama 18 — 20 jam dan diinkubasi pada suhu 37°C. Plate Campylobacter blood
agar akan duinkubasi pada 42°C selama 48 jam dilingkungan mikroaerofilik.

Prosedur standard akan dilakukan termasuk metode biokimia konvensional sebagai sknning
yaitu dengan menggunakan Kliger’s iron agar, lysine iron agar, dan motility-indole-omithine
media.

Semua bakteri pathogen yang terisolasi akan dilakukan uji kepekaan terhadap antibiotik
dengan metode Kirby — Bauer (Bauer et al.,1996) dan nilai kepekaan antibiotik menurut
National Committee for Clinical Laboratory Standards ~="~ =" Untuk mendeteksi E. coli

Enterotoxigenic dipergunakan PCR.

Tes kepekaan antibiotik.

Semua bakteri pathogen yang ditemukan akan dites kepekaan antibiotik Antibiotik yang
digunakan antara lain ciprofloxacin, ceftriaxon, norfloxacin, sulfametoxazol — triinethoprim,
tetracycline, ampicillin, chloramphenicol dan lain — lain. Tes kepekaan antibiotik akan
menggunakan metode disk diffusion, zona yang terbentuk dicatat dan diinterpretasikan
berdasarkan NCCLS. terhadap kurang lebih 14 antibiotik (antibiotik lini pertama maupun lini

kedua) sesuai dengan prosedur baku.

b. Parasit

Semua sampel tinja akan diudentifikasi secara mikroskopis. Hapusan langsung dar tinja akan
dipergunakan untuk mengidentifikasi tekosit pada tinja. Untuk Cryptosporodium, digunakan
modifikasi pewarnaan Kinyoun. Tinja yang telah diformalin akan diwamai dengan larutan
lugol s 1odine dan dilihat dengan mikroskop cahaya untuk melihat ada tidaknya parasit,
biasanya Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Cyclospora dan Cryptosporodium (Fryauff et

al, 1999)




¢ Rotavirus

Spesimen tinja yang dibekukan akan dipergunakan untuk menemukan rotavirus dengan metode

PCR. Prosedur kerja untuk rotavirus dan karaktensasi isolate Rotavirus terfampir

V.PERTIMBANGAN IZIN PENELITIAN DAN PERTIMBANGAN ETIK

Persetujuan Etik dimintakan dari Komisi Etik Bahtbang Depkes. Penjelasan mengenar maksud
dan tujuan, manfaat kerugian, hak keikutsertaan secara sukarela dan hak untuk mengundurkan
din sewaktu-waktu tanpa sanksi, jaminan kerahasiaan informasi, personel yang dapat dihubungi
tertulis dalam naskah #formed consent. Semua informasi dijelaskan untuk mendapatkan

persetujuan dari orang tua/wali subyek Orang tua/ wah yang bersedia untuk berpartisipasi

dimintakan untuk menanda tangam lembaran persetujuan.
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IX. Hasil dan Pembahbasan

Berdasarkan hasil pemeriksaan laboratorium spesimen rectal swwab, stool, dan balita penderita
diare yang datang ke pelayanan kesehatan di puskesmas dan rumah sakit, didiagnosis diare oleh
dokter di bagian rawat inap maupun rawat jalan, dan memecnuhi kriteria inklusi penelitian serta

bersedia ikut dalam penelitian, didapatkan hasil sebagai berikut.

la. Karakteristik balita penderita diare pengunjung RS dan Puskesmas berdasarkan umur

60%

5% 6% 1% 2%

0-5 6-12 13-24 25-36 37-48 49-60 61-71
Umur (bulan)

0=615

Gambar 1a. Distribusi balita penderita diare pengunjung RS dan Puskesmas
berdasarkan kelompok umur

Secara umum balita penderita diare pengunjung Puskesmas dan RS terbanyak adalah kelompok
umur 13 bulan sampai 2 tahun. Selanjutnya terlihat menurun sejalan dengan bertambahnya usia.
Keadaan ini mungkin disebabkan karena anak-anak yang sangat rentan pada usia tersebut dan
sudah mulai mendapatkan berbagai makan tambahan selain ASI. Distribusi yang sama teriihat
pula pada berbagai witayah penelitian di Jakarta, Banten, Makasar, Denpasar, dan Mataram pada
tahun 2011,

Ib. Distribusi balita penderita diare berdasarkan umur dan jenis pelayanan kesehatan

Pada gambar Ib terlihat bahwa jumlah balita penderita diare yang terbanyak mencan pengobatan
di puskesmas maupun rumah sakit adalah kelompok umur 13 bulan sampai 2 tahun. Juga terlihat
menurun sejalan dengan bertambahkan usia batk di puskesmas maupun di rumah sakit.

Distribusi balita penderita diare di puskesmas dan rumah sakit secara keseluruhan dapat dikatakan
sama dengan studi di 5 ibukota provmnsi ( Jakarta, Banten, Makasar, Denpasar, dan Mataram)

pada tahun 2011 yaitu kelompok umur 6 bulan sampai 2 tahun; Jumlah tertinggi balita penderita
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diare di puskesmas adalah kelompok umur 13 - 36 bulan, sedangkan di rumah sakit kelompok

umur 13 -24 bulan.

90%
- 80% il
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
Puskesmas RS

Umur {bulan)
WO0-5
H6-12
#13-24
W 25-36
& 37-48

s 0%

Gambar 1 b, Distribust balita penderita diare berdasarkan kelompok umur

dan jenispelayanan kesehatan

Ic. Derajat dehidrasi pada balita penderita diare berdasarkan pelayanan kesehatan

Rumah Sakit Puskesmas
6% 7% & Tidak
H Ringan-
Sedang
£ Berat

Gambar 1c. Persentase derajat dehidrasi pada balita diare

berdasarkan pelayanan kesehatan
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Umumnya balita penderita diare yang mencari pelayanan kesehatan di puskesmas masth dalam
keadaan diare tanpa dehidrasi (70%), dibanding yang ke rumah sakit (7%) Sedangkan balita
pendertta diare yang datang ke rumah sakit telah mengalami diare derajat ringan sedang (87%),

tebih banyak dibanding yang mencari pelayanan kesehatan ke puskesmas ( 30%)

2. Mikrobiologi penyebab diare pada balita

100% 94%

80%

60%

40%

24

RS w virus = bakteri PKM

Gambar 2a. Distribusi bakteri (+) dan virus (+) penyebab diare

pada balita pengunjung puskesmas dan rumah sakit

Hasil pemeriksaan laboratorium mikrobiologi penyebab diare terlihat bahwa umumnya virus
merupakan penyebab diare tertinggi pada balita yang mencan pelayanan kesehatan baik di

Puskesmas maupun RS.

20.0%

Shigellasonnei : 20.0%
Shigella dysentriae |
Salmonella paratyphi 1
20.0%

Aeromonas hydrophila
Im—+ 78.9%

Camphylobacter coli |
p— 5.3%
Vibrio cholera |

Vibrio fluvialis

Shigellasp. === 5.3%
T

0.0% 10.0% 20.0% 30.0% 40.0% S50.0% 60.0% 70.0% 80.0% 90.0%
W PKM & RS

(Gambar 2b. Distribusi bakteri penyebab diare pada balita

pengunjung puskesmas dan rumah sakit




Secara keseluruhan terlihat bahwa bakteri penyebab diare dengan distribusi terbanyak di rumah
sakit maupun puskesmas adalah Campylobacter jejuni. Kemudian bakteri penyebab lain adalah

Shigella flexneri, Shigella sonnei, Salmonella spp, Campylobacter spp, dan Shigella spp.

Virus Penyebab Diare

Norovirus G |l

Norovirus G |

Adenovirus

Rotavirus

Astrovirus

0% 10% 20% 30% 40% S0%

RS » Puskesmas

Gambar 2c. Distribusi virus (+) penyebab diare pada balita pengunjung puskesmas
dan rumab sakit

Di mah sakit, Rotavirus merupakan penyebab tertinggi diare pada balita, dikuti oleh
Adenovirus dan Norovirus GII. Sedangkan di Puskesmas, penyebab terbanyak adalah

Adenovirus, kemudian Rotavirus dan Norovirus GIL
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Mikrobiologi Bakteri Penyebab Diare

Shigella flexneri 4.2%
Shigella sonnei | 4.2%
Shigella boydii | 0.0%

Shigelladysentriae | 0.0%
Salmonella typhi | 0.0%
Salmonella paratyphi | 0.0%

Salmonella spp E— 12 5%

Aeromonas hydrophila | 0.0%

Camphylobacter jejuni :— _ i 70.8%
Camphylobacter coli | 0.0%
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Shigella sp. 4.2%
T T

00% 100% 20.0% 30.064 40.0% 50.0% 600% 700% 80.0%

Gambar 2d. Distribusi bakteri (+) penyebab diare pada balita pengunjung puskesmas
dan rumah sakit

Penderita diare dengan bakter: (+) pada balita pengunjung RS dan Puskesmas yang terbanyak
adalah Campylobacter jejuni , kemudian disusul oleh Shigella flexneri, Shigella spp, Salmonella

spp, dan Campylobacter spp.

5. Pola resistensi antibiotik terhadap bakteri patogen enterik

e Padates resistensi antibiotik terhadap Campylobacter jejuni ditemukan beberapa
antibiotik telah resisten untuk pengobatan (dengan n yang kecil, hasil tes resistensi
ditampilkan dalam angka absolut). (Gambar 3a)

o Pada tes resistensi antibiotik terhadap Shigella flexneri dtemukan beberapa antibiotik
masih sensitif untuk pengobatan. (Gambar 3b)

e Pada tesresistensi antibiotik terhadap Shigella sonnei ditemukan beberapa antibiotik
masth sensitif untuk pengobatan (dengan n yang kecil, hasil tes resistensi ditampulkan

dalam angka absolut). (Gambar 3c¢)




Pada tes resistensi antibiotik terhadap Salmonella spp ditemukan beberapa antibiotik
masih sensitif untuk pengobatan (dengan n yang kecil, hasil tes resistensi ditampilkan

dalam angka absolut). (Gambar 3d)

Campylobacter jejuni

12

10

Porsentase Rosistenst
®

Compylobacterjejuni(+) =17

Gambar 3a. Tes Resistensi antibiotik terhadap Carmp ylobacter jejuni

. Shigelia flexneri (+) = 1

Gambar 3b. Tes Resistensi antibiotik terhadap Shigella flexneri
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Parsantasa Reshtens|

Shigella sonnci

Shigelia sonnei (+) 1

Gambar 3c. Tes Resistensi antibiotik terhadap Shigella sonnei

Salmonella spp

Satmonello spp (+]) = 3

Gambar 3d. Tes Resistensi antibiotik terbadap Salmonelia spp
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6. Karakteristik Rotavirus Penyebab Diare di Indonesia, hasil pemeriksaan laboratorium
isolate rotavirus tahun 2011 berasal dari rumah sakit dan puskesmas di : DKI Jakarta,
Banten (Serang), Bali (Denpasar), Sulawesi Selatan (Makassar), Lombok ( Mataram)

Hasil analisis 144 spesimen dengan menggunakan metode RT-PCR, hanya sekitar 51
(35%) spesimen yang memberikan hasil positif terhadap gen G (VP7) human rotavirus A.
Gambaran hasil positif seperti terlihat pada Gambar 1, yang ditunjukkan dengan terbentuknya pita
DNA pada posist 1062 bp untuk gen G.

Gambar 4. Hasil RT-PCR Rotavirus Gen G

a, Hasil sekuensing

Hasil pemeriksaan sekuensing gen G (VP7) menunjukkan bahwa sebagian besar spesimen
merupakan genotipe Gl (94%) dan terdapat hanya 6% yang disebabkan oleh genotipe G2,
sedangkan genotipe lainnya tidak ditemukan. Genotipe G1 ditemukan pada propinsi Bali, Banten
(Serang) dan Jakarta. Sedangkan Genotipe G2 ditemukan pada propinst Sulawesi Selatan

(Makassar) dan Banten (Serang).

Hasil analisis konsensus (penggabungan) genetik dengan menggunakan Bioedit Ver. 7.1 7 dan
MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) Ver. 510 menunjukkan bahwa Rotavirus
yang berasal dari Indonesia lebih berkerabat dekat dengan referens Gl yang besasal dari Australia
(Accesing number Gen Bank AF043678) daripada referens Gl yang berasal dar Inggris
(Accesing number Gen Bank K02033).

Merujuk pada gambar phylogenetik Virus yang berasal dan Bali sangat berkerabat dekat dengan
referens G1 dan sedikit berbeda dengan virus yang berasal dan Serang dan Jakarta walaupun
masing-masing virus tersebut masih terdapat dalam 1 genotipe G1. Sedangkan untuk Genotipe 2,

virus yang berasal darnn Makassar maupun Serang sangat berkerabat dekat.
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Gambar S. Pohon Filogenetik Konsensus Rotavirus

b. Komposisi Nuklotida dan Jarak (Bisfance) antar sekuens Rotavirus

Merujuk kepada tabel 1. tentang komposisi sekuens konsensus, dapat dilihat bahwa hampir
keseluruhan sekuens baik Genotipe G| maupun G2 didominasi oleh Nukleotida A (Adenosin)
dengan rata-rata 35% sedangkan yang paling sedikit adalah nukletida C (Sitosin) dengan rata-rata
14,6%.

Tabel 1. Komposisi Konsensus Sekuens Rotavirus gen G (VP7)

Nama Sekuens ngu)) (ﬁfi ) (:’2 ) (OGA)
G1-AF043678 31,9 143 | 357 | 181
G1-K02033 32:3 141 350 | 18,5
G2-M11164 323 15,1 351 7.5

| Bali-Konsensus 31,9 | 143 | 357 | 18,1
| Jakarta-Konsensus | 320 | 145 | 357 | 178
Makassar-Konsensus 323 15,1 351 1715
Serang-Konsensus 31,9 146 | 357 17.8
Serang-Konsensus2 323 15,1 351 17,5
Rata-rata 321 146 354 17,9
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Hasil penjejeran dan anahsis terhadap perbedaan nukleotida (Tabelperbedaan nukleotida)
masing-masing menunjukkan bahwa diantara masing-masing konsensus Rotavirus Gl (Bali,
Jakarta dan Serang) memiliki perbedaan antara 0-42 nukleotida. Untuk genotipe G2 (Makassar
dan Banten) tidak terdapat perbedaan nukleotida.

Perbedaan antara Rotavirus konsensus Bali tidak ada perbedaan dengan referens G1-AF043678
(Australia) tetapi ada perbedaan sebanyak 72 nukleotida dengan referens G1-K02033 (Inggtis).
Perbedaaan antara konsensus Rotavirus G2 (Bali dan Serang) terdapat perbedaan sebanyak 5

nukleotida dengan referens G2-M1 1164

Tabel 2. Perbedaan nukleotida rotavirus dengan strain Referens

(7]
(7] é w)
| g 2] 8| 2
fo'e} 3 ) <] o
o < 2 2 g &
-4 a ) o o v o
=3 o = £ 4 o o
=| 8| | £ é 4 &
< %| 2| x| 5| & 8
— — | = -4
5|l 5| 8| &l 5| S| 3
G 1-K02033 72
G2-Ml 1164 271 | 268
G1-Bali-Konsensus 0 72 | 271
G 1-Jakarta-Konsensus 4] 76 | 277 | 41
G2-Makassar-Konsensus 266 | 263 5 266 | 272
G1-Serang-Konsensus 42 | 77 | 278 | 42 ] 273
(G2-Serang-Konsensus2 266 (263 | S | 266|272 | O | 273 |
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X. Kesimpulan dan Saran
Kesimpulan

- Balita penderita diare pengunjung RS dan Puskesmas terbanyak pada kelompok umur 6
bulan-2 tahun.

- Penyebab diare pada balim pengunjung RS dan Puskesmas yang terbanyak adalah
Rotavirus, dan persentase di RS lebih besar dibanding di Puskesmas

- Bakter1 penyebab diare yang terbanyak adalah Campylobacter jejuni | kemudian disusul oleh
Salmonella spp, Shigella flexneri, dan Shigella spp.

- Ditemukan anak balita yang terninfeksi parasit Entamoeba hystolytica dan ditemukan juga yang
terinfeksi parasit yang tidak menyebabkan diare, Ascaris lumbricoides.

- Tes resistensi menunjukkan bakter1 Aeromonas hydrophila, Campylobacter spp, Salmonella
spp, Shigella spp, dan Vibrio spp masih sensitif terhadap antibiotic (jumlah bakten positif
sedikit )

- Sekuensing gen G (VP7) menunjukkan bahwa sebagian besar spesimen merupakan genotipe Gl
(94%) dan terdapat hanya 6% yang disebabkan oleh genotipe G2, sedangkan genotipe lamnnya
tidak ditemukan. Genotipe Gl ditemukan pada propinsi Bali, Banten (Serang) dan Jakarta.
Sedangkan Genotipe G2 ditemukan pada propinsi Sulawesi Selatan (Makassar) dan Banten
(Serang).

- Phylogenetik Virus yang berasal dan Bali sangat berkerabat dekat dengan referens G1 dan
sedikit berbeda dengan virus yang berasal dan Serang dan Jakarta walaupun masing-masing
virus tersebut masih terdapat dalam 1 genotipe G1. Sedangkan untuk Genotipe 2, virus yang

berasal dari Makassar maupun Serang sangat berkerabat dekat.

Saran

- Terlihat adanya pola mikrobiologi penyebab diare yang bervariasi dari tahun ketahun dan
meskipun diwilayah yang sama, diperlukan pemetaan mikrobiologi penyebab diare secara
berkesinambungan

- Juga ujiresestensi mikrobiologi/bakteri terhadap antibiotik yang akan digunakan sebagai
pedoman standar pelayanan pada balita pendenta diare di rumah sakit maupun Puskesmas.

- Diperlukan karakterisasi dari Rotavirus hasil penelitian ini untuk mendapatkan informasi

genotype yang dominan dalam rangka “selection of candidate vaccine”
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INFORMED CONSENT
Identifikasi dan u i resistensi mikreorganisme penyebab diare pada anak balita di Indonesia

Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan Departemen Kesehatan Indonesia, melakukan
penelitian mengenai “ldentifikasi/mengetahui dan uj resistensi mikroorganisme/kepekaan kuman
penyebab diare pada anak balta di Indonesia ™ yang berobat di rumah sakit dan puskesmas.
Sebagai orangtua/wali dan putra/putri, Bapak/ibu diminta kesediaannya untuk berpartisipast dalam
surveilan ini.

Tujuan penelitian adalah untuk mencari dan mengenah kuman-kuman yang menjadi penyebab diare
dan mendapatkan pola kepekaan bakteri/kuman terhadap antibiotik pada anak balita di rumah sakit
maupun puskesmas., baik pasien rawat jalan maupun rawat inap. Informasi yang diperoleh
bennanfaat dalam perencanaan pengendalian penyakit diare pada umumnya dan sebagai dasar
penentuan pengobatan yang tepat guna di rumah sakit maupun puskesmas. Penyakit diare dapat
disebabkan oleh berbagai macam kuman , ditularkan melalui makanan dan minuman yang tercemar.
Tanda-tanda penyakit ini adalah. Buang air besar lembek atau cair sebanyak tiga kali atau lebih
dalam waktu 1 hari (24 jam) atau dua kali buang air besar yang lembek atau cair dalam waktu 24
jam disertai satu atau lebih gejala yang berkaitan (deman, sakit perut atau kejang perut, mual,
muntah, casa tidak nyaman pada anus/tenesmus dan adanya darah pada tinja yang kadang
berhubungan dengan kasus diare). Bila tidak mendapatkan pengobatan yang optimal akan
menimbulkan keadaan serius, bahkan bila terlambat dapat menyebabkan kematian,

Selama anak bapak/ibu ikut dalam penelitian ini, kami akan melakukan beberapa prosedur yaitu:
wawancara mengenai riwayat penyakit diare yang diderita anak, pengambilan sampel tinja, empat
usap dubur, dan usap hidung dan tenggorok jika anak disertai gejala influensa. Wawancara dan
pengambilan bahan dilakukan oleh dokter dan perawat yeng berkompeten di rumah sakit
/puskesmas yang dikunjung.

Pengambilan 4 usap dubur akan dilakukan dengan menggunakan kapas lidi. Kapas ldi akan
dimasukkan pada dubur anak Bapak/ibu untuk mendapatkan usap dubur yang mengandung tinja.
Tinja akan diambil menggunakan penampung tinja waktu anak buang air besar. Pada waktu
pengambilan bahan ada sedikit rasa tidak nyaman Waktu yang diperlukan untuk berpartisipasi
adalah, jika putra/l Bapak/ibu dirawat inap, mungkin 2 hari atau sampai anak sembuh darn sakit
diare Jika rawat jalanmaka partisipasinya sudah cukup saat anak meninggalkan rumah
sakit/puskesmas. Selanjumnya 30 hari kemudian petugas kesehatan yang ditunjuk akan mengunjungi
dan menanyakan kondisi anak Bapak/ibu pada saatitu.
Bahan usap dubur, usap hidung maupun usap tenggorok akan dikirim dan diperiksa di laboratorium
terpadu Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan, Departemen Kesehatan Republik akan
disimpan di laboratorium terpadu Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan. Indonesia, di
Jakarnta.
Dengan berpartisipasi pada survei ini akan dapat diketahui kuman penyebab diare dan anak
Bapak/ibu akan mendapatkan pengobatan yang sesuar dengan penyebab penyakit tersebut. Untuk
1




pemeriksaan penyebab diare ini tidak dipungut biaya tambahan. Partisipasi anak Bapak/ibu
sepenuhnya beisifat sukarela, tidak ada sangsi bila tidak mau berpartisipasi, dapat mengundurkan
din kapan saja, dan tidak akan kehilangan manfaat apapun yang sudah merupakan hak anak
Bapak/ibu. Semua informast akan dijaga kerahasiaannya, dan bila kelak diperlukan materi ini akan
digunakan untuk pengembangan di bidang kesehatan.

Bila ada pertanyaan ingin mendapatkan keterangan lebih lanjut mengenai penelitian ini, Bapak/ibu
dapat menghubungi  DrMagdarina, telp: (021) 42883993 / 08129001002; drNelly, telp.
08134446 1978; atau dokter di RS /Puskesmas tempat anak Bp/ibu dibawa berobat.

Bila Bapak/ibu setuju ikut berpartisipasi, mohon dapat dusi dan ditanda tangani formulir surat
persetujuan yang ada di bagian bawah penjelasan in1, aslinya dapat Bapak/ibu ambil dan lembaran

berikutnya dikembalikan pada yang bertugas.

PERSETUJUAN UNTUK BERPARTISIPASI PADA PENELITIAN IDENTIFIKASI DAN Ul
RESISTENSI MIKROORGANISME PENYEBAB DIARE PADA ANAK BALITA DI INDONESIA

Saya telah mendapat waktu yang cukup untuk membaca, bertanya dan mendapat penjelasan yang
cukup jelas Saya juga mengerti bahwa partisipasi ini adalah secara sukarela dan dapat
mengundurkan dir tanpa suatu beban ataupun sangsi, tanpa kehilangan manfaat apapun yang sudah
merupakan hak anak saya.

Nama anak

Tanggallahir :tgl ........ /bin ... /thn ...

Nama dan Tanda tangan Orang tua/wali: Tanggal
Namajelas: .............oooi v e (L [
Nama dan Tanda tangan sakst: Tanggal
Namajelas: .. ........ ... ... i e Sy e TR
Nama dan tanda tangan dokter Tanggal
Namajelas: . . . ... ... ... ... e I Jeree—— .. =  —
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Identifikasi dan Uji Resistensi Mikroorganisme Penyebab Diare Pada Anak Balita di
Indonesia

FORMULIR KUNJUNGAN KLINIS

Linformast Rumah Sakit/ Tindakan Dokter

1.1 No. Studi

1.2 Tanggal dan waktu kunjungan __Td/ Bin/ Thn

1 1.3Nama RS/Puskesmas

I.4 Nama dan tanda tangan Dokter

It. Informasi Pasien

-

Ii.1 Nama Pasien

1.2 No. kekam Medis :

Il.3 Usia 4 Tahun Bulan

1.4 Tanggal Lahir _ Tgl/ Bin/ Thn

I1.S Jenis Kelamin O Lak-laki .6 Tinggi Badan :......... cm
O Perempuan .7 Berat Badan  :......kg
1.8 LItA Yosasens om

.9 Alamat Rumah
fNama Jalan 3
RT/RW :
Kecamatan/kelurahan/Desa
No Rumah
No Telepon/HP

11.10 Denah Alamat Rumah.( Gambarkan)

111 Pendidikan Orang Tua (lama sekolah) (Tahun)

11.12 Apakah ini kunjungan kedua?
Ova [ Tidak O Tidak Tahu
(dalam kurun waktu 14 hari}




ll. Status Kunjungan Pra-klinls

B o cee g dente st |07 OTidsk | OidakTah
ll.2 Apakah mendapatkan antibiotik ? Ova O Tidak [ Tidak Tahu
lII.3JikaY;e_butkan nama antibiotika:
.4 Apakah ada obat lainnya selain dari antibiotik ? Ova O Tidak [ TidakTahu
lll.5Jika y3, sebutkan nama obat:
| 1.6 Apakah pasa‘t.en PERNAH dirawat karena DIARE OYa OTidak O Tidak Taho
| sebelum kunjungan ini ?
Nl.7 Apakah saat ini pasien mendapat ASI? Ova O7vidak [0 Tidak Tahu
| Jika Yo, lanjut ke IV
| 11.8 Jika TIDAK, apakah sebelumnya pasien mendapat Ova O Tidak [ Tidak Tahu
l ASI? )
| N9 Jika YA, Sejak usia berapa mulai berhenti minum ASI tahun bulan
| IV. RIWAYAT IMUNISASH
{V-1 BCG (0-2 bulan) . OVYa 0 Tidak | O Tidak tahu
IV.2Hepatitis B ke-1 (saat lahir) O Ya O Tidak | © Tidak tahu
J 1V.3 Hepatitis B ke-2 {1 bulan) G Ya O Tidak | O Tidak tahu
M4 Hepatitis B ke-3 (3-6 bulan) O Ya O Tidak | O Wddktahy
| V.6 Polio ke-0 (saat lahir) ' OYa O Tidak | O Tidaktahu
| .7 Pol‘io ke-1 (2 bulan) aYa O Tidak | © Tidak tahu
: V.8 Polio k-e-2 (4 bulan} O Ya O Tidak | O Tidak tahu
| V.9 Polio ke-3 (6 bulan) O Ya O Tidak | O Tidaktahu
| V.10 0PT ket {2 bulan) OYa " OTidak | O Tidaktahu
{1V-11 DPT ke-2 (4 bulan) OVYa O Tidak | © Tidak tahu
V.12 DPT ke-3 (6 bulan) avYa O Tidak | O Tidak tahu
., IV.13 Campak (9 bulan) OvYa O Tidak | O Tidak tahu




V.Gejala Kiinis Pada Saat Kunjungan

O 1+ (normal, berbentuk)
O 2+ (normal, lembek)

O 3+ (pekat, calr)

O 4+ (encer, calran keruh)

O 5+ (encer, bening)

Gejala Lama (Hari) (T\;ilisa}:c;\l::r:;ad
V.1Diare O vya 0O Tidak Oy O2 0ds 04
V.1.1 Berapa kali pasien BAB yang encer/cair daiam 24 jam terakhir?........
V.1.2 Berapa kali pasien BAB yang encer/cair sejak gejafa dimulai?.........
V.2Mual Ova O7idak 01 02 O3 04 _
-V.3Muntah Ovya OTidak 01 02 03 04
V.3.1 Berapa kall pasien muntah dalam 24 Jam terakhir?
V.3.2 Berapa kall pasien muntah sejak gejala dimulal?
IV.4 Sakit Perut Ova QOTidsk ] a1 02 a3z 04
V.5 Tenesmus Oyva DOTidak g1 02 0Oa3 04a
V.6 Demam Ova OTidak | 01 02 @as 0Oa
V.7 Sakit Kepala Ova Ovidak Cl—l _D 2 03 04
V.8 Nyeri Otot Ova 0O7idak 01 O2 0d3das 0Oa
V.9 Menggigil Ova [Oidak Q1 0O2 03 04a
V.10 Tinja seperti air cuclan beras O va Ovidak 01 O2 O3 04
V.11 Tinja 8erdarah Ova Ondak dJ1 0O2 0O3 04
V.12 Tinja Berlendlr Ovyva OTidak 01 d2 0das 0Oa
Ova O tidak 01 O2 O3 04




V1, Skala keparaha 'diare

W11 Dehidrasl 0O Tidak O Ringan-sedang O Berat

VI.2:Apakah dirujuk ke Rumaly Sakit Ova | O Tidak

VI3 Apakah dirawat inap ? Ova |D Tidak
Wil Penatalaksanaan

ViL.1 Pemberian calran oral Ova a Tidak

Vil.2 Pembetian CalrantntraVena Ova a Tidak

VIt3 Pengobaton Ova O Tidak

Vil.4 llka Ya, sebutkan ama obat

VIil. Pengambltan Spesimen

VIil.1 Usap dubur dalam Cary-Blalr Ovya 0O Tidak Jika ya, sebutkan jumlah _____
Vill.2 Usap dubur dalam P8S Ovya 0O Tidak
Vidl Tinjadalam Ova 0O Tidak
| Ova 0O Tidak
vis Ova 0O Tidak
VIiLE Ova O T1idak Jika ya, sebutkan jumlah

| HIGIENIS
(Ditujukan kepada Ibu/pengasuh)

X2 yang m enggunakan susu formula)

O Dicudi saja

' O Dicuci dan dibilas dengan air panas
O Dicuci dan direbus
O lalnnya, sebutkan ...

‘o Dibuang
O Pisimpan di suhu ruang, berapa tama diberikan

kembali?.......{jam)

kembali?........ {jam)

O talnnya, sebutkan...

O Disimpan di kulkas berapa lama diberikan




"Ova O Tidak

Jelaskan......

Kapan saja dibersihkan?....

atau’ Ovya Ovidak

JIka Ya, sebtutkan Jenisnya....

Apakah {nama) mencucl tangan menggunakan sabun?

IX.6Sebelum makan oYa oTidek

wenyiapkan makanan” aYa oTidak

X8 Setélah buang air besar oYa cTidak

X9 Setelahi memegang kiicing, anjing) oYa  oTidak
o Jamban

o Kolam/sawah/selokan
o Sungzl/danau/laut

o Lubang tanah

o Lapangan/kebun

o Lalnnya, sebutkan...

D Bila memakai popok sekali pakai {diaper).
Jelaskan.....

0 8ila memakai popok kain. Jelzskati.....

*Dapat diisi bila memeriukan keterangan tambahan
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Identifikasi dan Ui Resistensi Mikroorganisme Penyebab Dlare Pada Anak Balita dl Indonesta

FORMULUR KUNJUNGAN 30 harl

I. RS/ Puskesmas//Tenaga kesehatan/dr

1.1 RS/Puskesmas/klinlk

1.2 No. Studl
1.3 Tanggal kunjungan di rumah sakit —/ /
4 tgd bin thn
1.4 Tanggal dan waktu kunjungan ke
rumah —/ / ;
tgd bin thn jam (24 jam)
1.5 Tgl pulang i/

E bin thn -

I8. Informasl pasien

1.1 Nama Paslen

1.2 Nomor Rekam Medls :

I.5 Jenls kelamin [ Laki-laki

I3 Umur Tahun bulan
[ Peremguan

0.4 Tanggal lahlr __ Tgi/ Bin / Thn

1.6 Alamat rumah
Namalalan

RT/RW R [eeee

Kelurahan/Kecamatan/Desa

- No Rumah
Telp/HP H

1.7 Denah Rumah (gambarkan)




BM-TDK _Balitbangkes. Lamp.3

Ul. Informas! perawatan pasien
.1 Apakah paslen pemah dirawat avya OTidak 0O vidaktahu
M2 lamaperawatan . (hari)
II1.3 Keadaan saat pulang O Sembuh & pulang }

O Tidak melanjutkan perawatan
O Menlnggal, tanggal ___ / /
Tg! bin thn

HIA Penyehab kematian (Couse of Death) :

NS Apakah kematlan berhubungan dengan dlare? | [1va 0O Tidak | O Tidak tahu
V. Kunjungan Rumah (30 hari setelah pulang )
Iv.1 Apakah keluarga pasten ditemukan Ovya 0O Tidak
V2 Keluarga menjawab pertanyaan Ova 0O Tidak
V.3 Apakah anak vang bersangkutan ada QOvya O Tidak
Iv.4 Apakah anak yang bersangkutan dalam keadaansehat? | (Ya 0O Tidak O Tidak tahu
IV.5 Apakah anak yang bersangkutan sedang diare saat inl? [OvYa 0O Tidak (1 Tidak tahu
IV.6 Apakah anak yang bersangkutan menderita sakit lain Ova O Tidak O Tidak tahu
saatini?
V.7 Apakah anak permah mengalaml dlare setelah OYa 0O Tidak O Tidak tahu
terakhlr?
Iv.8 Apakah anak y2ng bersangkutan meninggal Ova 0O Tidak O Tidak tahu

V.9 Penyebab kematlan (Cause of Death)

IV.10 Apakah ada anggota keluarga lain yang menderita

Olare dalam kurunwaktu 30 hari? l Ha | C s

O Tidak tahu

V. Informasi sanitas)

V.1 Apakah di sekitas sumber air dalam radius <20 meter DOva

terdapat sumber pancemaran (air limbah / cubluk / tangki | [J Tidak

septic / sampah) ‘ [ Tidak ada sumber air
V.2 Jenis sumber air utama untuk kebutuhan minum

0O Air kemasan O Sumur bor/pompa

O Mata air tak terlindung O Air isl ulang

0 Sumur gali terfindung O Air ledeng eceran/membeti

O Sumur gali tak terlindung O Penampungan air hujan

[0 Mata air terlindung O Air sungal/danau/irigasi

O Air ledeng/PDAM 0O Lainnya, sebutkan .........c.cccecee-.




BM-TDK_Balltbangkes. Lamp.3

V.3 Bagaimana pengolahan air minum sebelum diminum / digunakan
O tangsung diminum
[ Dimasak
O Disaring
[ Diberi bahan kimia
O Lainnya, sebutkan ..............ccccceemvenn.

V.4 Di mana tempat penampungan air limbah dari kamar mandi / tempat cuci / dapur
O Penampungan testutup di pekarangan / SPAL
0O Penampungan terbuka di pekarangan
O Penampungan di luar pekarangan
O Tanpa penampungan
0 Langsung ke got / sungai

V.S Bagalmana saluran pembuangan air limbah dari kamar mandt
0O saluran terbuka
O saluran tertutup
[ Tanpa saluran

V.6 Apakah tersedia tempat pembuangan sampah di luar rumah

Ova O Tidak
V.7 Bila ya, apa jenis tempat pengumpulaa/penampungan sampah rumah tangga di luar rumah
tersebut

O Tempat sampah tertutup O Tempat sampah tertuka




-' BM-TDK_BaIItbangkes. Lamp.3 J

| LEMBAR PENUGASAN KUNJUNGAN 30 HARI

E.Maksud Kunjungan :

'Pengamatan pasien dan lingkungan rumah dalam rangka penelitian “Identifikasi dan uji

| resistensi mikroorganisme penyebab diare pada anak balita di Indonesia”.

Data Resnonden

'Nama (Y e S ’ T e

RDMOPIID F . coiiiieceeeeeencvennesssannasnborseTasdtaiiatonste it d A Lo n ot shnnnpannanprassssessas

INama e e N M

i -
.

B Hir. S g sae s saguse s s e SR L U oeg a TI btar s - st a4 .

il

Asal Institusi

ROBERVSRKEE L. ... - --wcmvrmre. soomosm p s Sadssiecs srossecmpgmerpessaneces s 080 B emarie o
PUSKESIMAS ;... e o eeiee cerecteee ses e e e ees s ee smtanaesses saessasseasasens aesaserere on
Pejabat yang menugaskan Orang tua/wali respenden *
]"Nama: - Nama:
JN&P : ' **

1*.Jika tempat tinggal responden tidak dapat ditemukan, mohon ditandatangani & di Stempel/Cap oleh pengurus

RT/RW atau warga setempat dengan mencantumkan alamat lengkap jelas.

i
""‘.H ubungan dengan pasien




=
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LEMBAR PENUGASAN KUNJUNGAN 30 HARI

,_ _gksud Kunjungan :

“éngamatan pasien dan lingkungan rumah dalam rangka penelitian “Identifikasi dan uji

resistensi mikroorganisme penyebab diare pada anak balita di Indonesia”.

‘ Data Responden
Nama Anak :

......................................................................................................

[l
NomorID :

.......................................................................................................

Nama B e s et e et e et ’
i
NiP :

| Asal Institusi

T e e e et et e ettt reen e s reene e eaesee e

..................................................................................

.....

.......................................................................................................

Orang tua/wali responden *

[ Nama: Nama:

(NP

* %k

2 tika tempat tinggal responden tidak dapat ditemukan,

mohon ditandatangani & di Stempeil/Cap oleh pengurus
RT/RW atau warga setempat.

[,
|
[

|**. Hubungan dengan pasien

P s b el = -




Daftar Bahan Penelitian Diare
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Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan Jumlah Sampel 615
TA2012
PEMERIKSAAN ROTAVIRUS (RAPID TEST)
1 test Rotavirus Biotracer 32 20/box Rp* 2,746,800 Rp
PEMERIKSAAN PCR VIRUS DAN BAKTERI
ISOLASI DNA ETEC
DNAase/RNAase Free Water INVITROGEN 2 S00 mi/botol  Rp 5,400,000 Rp 10,800,000
3 Multiguard Barrier Tlps, 100-1000ul,Natural steril 142007 Starlab GMBH 15 1000/pack Rp 1,845,000 Rp 27,675,000
Multiguard Barrier Tips, 1-200ul,Natural steril 142207 Starlab GMBH 960 pack Rp 2,250,000 Rp 33,750,000
nitrlle Gloves Free Powder (S) N 101 MT-PF Summitech S Rp 360,000 Rp 1,800,000
6 BloMazard (S) Sigma S 100/pack Rp 3,330400 Rp 16,902,000
7 Alkohol 70% Teknls S 1t/botol Rp 18,000 Rp 90,000
Box tube 1,5 mi 100 buah Rp 67,500 Rp 6,750,000
9 Aluminium Foli 10 Roi Rp 90,000 Rp
Tripticase Soy Broth 211825 Difco 4 Rp 654,750 Rp 2,619,000
11 SwabDacron 112598 LP Italiana 10 S00/box Rp 1,327,500 Rp 13,275,000
Vial Tube 2,0ml Sorensen 72 50/bag Rp Rp 20,217,600
RO116
Filter 0 XL 10x $1120-3810 Starlab GMBH 3
Filter 10x $1120-1810 Starlab GMBH 3
TubeOne® Tubes sterile $1615-S510 Starlab GMBH 2
1 X PBS Solutlons 1
6 DNA Off Solution 9036 Takara 2
7 Cardboard boxes A9023-8181 Starlab GMBH 100
8 Mask
9 Powder Free Latex Glove
9 4323032 Life 2
10 8-Tube 2 Rp
220149 Local 24 Pack




Powder MB-C1.403
2.0ml vial Tube £1420-2340 :fa':IZL'ZiABH 3 3 3192750
4 FalconTube 15mi E1415-0200 Starlab GMBH 13
S 1 X PBS Soultlons P2007 1
DNA isolatlon
1 GeneAll RIbo vRD SG1701 13 2223 28
DNA off Solutions 9036 2 500ml
6 1 X PBS Soultions P-2007 1
8 1.5ml Tube Natural $1615-5510 Starlab GMBH 3 X5 290250
9 20ul $1120-1810C Starlab GMBH 1 x4 3 3
10 200ul §1120-8810C Starlab GMBH 1 x4
ph 1000u! §1120-1830C 5tarlab GMBH 1 x4
70% Ethanol Local 2
4 Stilled Water Local 2 774 000
Powder Free Latex Glove Size S Local 15
Mask Local S
14  Blhazard ' Local 1
Waste Pack Local 1
16 Local S
17 Local S 180 000
PR
1 Dirrhea ACE Detection with CDNA DR6502Y 137
20ul $1120-1810C Starlab GMBH 2 X4 7
3 200ul $1120-8810C Starlab GMBH 1
4 0.2ml PCR Tubes Attached Flat A1402-3700 Starlab GMBH 3 10X120 810 000
LS5mi Tube Natural §1615-5510 Starlab GMBH 1 5X100
6 DNA off Solutions 9036 See 2
7 70% Etha nol Local 2
8 Powder Free Latex Glove Size Local 15
9 Mask Local S S0  Pack
8lhazard Local 1
11  Waste Pack Local 1
Towel Local S
Detection
1 760586 2 400test
2 Hard-shell 96 White well HSP-9601  BloRad 1
3 ‘8" Clear Adhesive Seal MSB-1001  BioRad 1 2,340 000
4 0.2 ml PCRTube Fiat 11402-8108 Starlab GMBH 2 Sx200 1,080,000



20ul '$1120-1810C  Starlab GM8H x4 3 870 000
200u! $1120-8810C Starlab GMBH i x4 3 870 600
7 1000ul $1120-1830C Starlab GMBH 1 x4
8 Mask Local S
9 Powder Free Latex Glove Size Local 15 116 100
10 Towel Local S
11 Roll Nissue Local S
12 Bihazard Local 1
13 Waste Pack Local
Bahan Lab.
MEDIA TRANSPORT
1 CARYBLARR 211102  DIFCO 1 500gr/botol  Rp Rp 2,669,085
2 MACCONKEY 281810 DIFCO 2 500 gr/botol Rp 2,206,710 Rp 4,413,420
3  SSAGAR 274500  DIFCO 3 500gr/botol  Rp 1,790,640 Rp 5,371,920
4  XLDAGAR 278850  DIFCO 500gr/botol  Rp 1,298,025 Rp 2,596,050
S TCBSAGAR 265020  DIFCO 10 so0gr/botol  Rp 1,346,085 Rp 13,460,850
6  CAMPHYLOBACTER AGAR BASE 214892  DIFCO 2 500 Rp 4,547,880 Rp 9,085,760
7 SUPLEMEN CAMPHYLOBACTER 214890 DIFCO 3 10 Rp  4,199850 Rp 12,599,550
8  BLOOD AGAR BASE NO.2 CM0271 B OXOID 2 S00gr/botol Rp 2,790,000 | Rp
9  BLOOD FREE CAMPY SELECT AGAR BASE CM 07398 OXOID 2 500gr/botol  Rp 2,587,500 | Rp 5,175,000
11 SELENITE CYSTIN BROTH 268740  DIFCO 1 so0gr/botol Rp 2,086,020 | Rp 2,086,020
12 B.PEPTON 211677  DIFCO 3 S00gr/botol  Rp 1,747,980 | Rp 1,747,980
MUELLER HINTON AGAR 225250  DIFCO 1 500 gr/botol  Rp 1,372,680 | Rp 1,372,680
14  SHEEP BLOOD DEFIBRINATED LOKAL 3 1L Rp 5,625,000 16,875,000
16 AEROMONAS MEDIUM BASE CM 08338 OXOID 2 500gr/botol  Rp 3,739,500 Rp 7,479,000
17 HEARTINFUSION BROTH DIFCO 1 500gr/botol Rp 1,992,600 Rp 1,992,600
CCDA SELECTIVE SUPLEMENT SRO1SSE  OXOID 3 10vial/pack  Rp 2,767,500 Rp 8,302,500
AMPICILLIN SUPLEMENT SRO136E  OXOID 3 10vial/pack  Rp 1,485,000 Rp 4,455,000
BIOKIMIA DAN STOOX _ "y 2P
GRAM STAINING 1118850001 MERCK 1l SET Rp 3,016800 Rp 3,016,800
2 N.N.N.NP. METHYL PHENYDIAMINE 8211010025 MERCK 1 10gr/botol | Rp 1,074,375 Rp 1,074,375
3 SODIUM HYPURAT MERCK i s00g/botol | Rp 1,687,500 Rp 1,687,500 |
4  NINHIORIN 10975200_10 MERCK 1 10 gr/botol | Rp 877,500 Rp 877,500 |
TRYPTIC SOY BROTH 286220  DIFCO 1 500 gr/botol  Rp 1,209,195 Rp 1,209,195
6 211317  DIFCO 2 S00 gr/botol Rp 1,714,095 Rp 3,428,190
7 MO 273520  DIFCO 2 500 Rp 2,256,120 Rp 4,512,240 |
8  MOTILITV TEST MEDIUM 211463 DIFCO 2 Rp 1,701,810 Rp 3,403,620
9 DECARBOXYLASE BASE MUELLER 287220  DIFCO S00 gr/botol  Rp 3388635 Rp 3388635




L LYSINE 1122330100 |MERCK 1 100 gr/botol Rp 2,328,7s0 'Rp 2,328,750
11 1092930100 |MEARCK 1 100 gr/botol  Rp 549,000 | Rp 549,000
ACID FUCHSIN 1052231025 |MERCK 1 25 gr/botol _ Rp 1,795,500 | Rp 1,795,500
BEEF EXTRACY 212610 1 s00gr/botol  Rp 3,637,170 | Rp 3,637,170
14 MICROBACT MINERAL OIL MB1093A |OXOID i 100mi/botol  Rp 315,000 | Rp 630,000
SIMON GTRATE 211620  |DIFCO 1 S00gr/botol Rp 1,467,450 | Rp 1,467,450
16 TRYPTICSOY AGAR 236950  |DIFCO 1 So0gr/botol Rp 1,420,355 | Rp 1,420,355
17 L ORNITHINE 1069060100 |MERCK 1 100gr/botol  Rp 1,936,575 | Rp 1,936,575
L ARGININE 1015440250 |MERCK 1 100 gr/botol _ Rp 956,250 | — 956,250
NaClp.a 1064040500 |MERCK 1 $00gr/botol Rp Rp 540,000
20 NaOHp.a 1064980500 |MERCK 1 S00gr/botol _ Rp 495,000 Rp 495,000
21 FORMALIN | MERCK 10 L/8OTOL Rp 594,000 Rp 5,840,000
22 PHENOL RED 93750001  MERCK 1 {gr/botol Rp 1,575,000 Rp 1,575,000
| APl
1 APl 20160 BIOMEUREUX 2 BOX Rp 7,604,438 Rp 15,388,877
2 REAGEN APl 20E QC TEST 20140 BIOMEUREUX 2 BOX Rp_ 1,465560 Rp 2,931,120
ANTISERA
1 VIBRIO CHOLERA lyophilized
1.1 POLYVALEN 224321  DIFCO 2 3 mi/botol e i
1.2 OGAWA 224311  DIFCO 2 3 mi/botol
1.3 INABA 224301 DIFCO 1 3 mijbotol _ Rp 1,803,060 Rp 1,803,060
2  SALMONELLA LYOPHILIZED
2.1 O ANTISERA FACTOR 2 (GROUP A) 229471  DIFCO- 1 Imifbotol  Rp 743,850 Rp 743,850
22 O ANTISERA FACTOR 4,5 (GROUP B) 226591  DIFCO 2 3 mi/botol Rp 1,939,275 Rp 3,878,550
2.3 O ANTISERUM FACTOR 9,GROUP D 228181  DIFCO 2 3 mi/botol Rp 3,571,020 Rp 7,142,040
2.4 O ANT\SERUMFACTOR10,GROUP E1 222571 DIFCO 2 3mi/botol | Rp 2,487,105 Rp 4,974,210
2.5 OANTISERUM POLY A LYOPHILIZED 225341  DIFCO 2 Rp 874,935 Rp 1,749,870
2.6 OANTSERUB POLY 8 LYOPHILIZED 225351  DIFCO 2 3 Rp 884,655 Rp 1,769,310
2.7 SALMONELLA VI ANTISERUM 228271  DIFCO 1 Iml/botol  Rp 744330 Rp 744,390
28 O ANTMSERUM FACTOR 7 { GROUP C1) 229491  DIFCO 1 " 3mi/botol  Rp 744,390 | Rp
2.9 O ANTISERUM FACTOR 8 ( GROUP C2) ~ 228171 DIFCO 2 Imi/botol _ Rp 881,415 | Rp 1,762,830
3 SHIGELLA lyophllized
3.1 SHIGEWAANTSERUM POLY A LYO 228341  DIFCO 1 Imijbotol _ Rp 1,705,725 | Rp 1,705,725
3.2 SHIGELLAANTISERUM POLYB LYO 228351  DIFCO 3 Imi/botol  Rp 1,804,950 | Rp 5,414,850
33 SHIGELLAANTISERUM POLY C LYO 228361  DIFCO 2 Imi/botol _Rp 1,704,375 3,408,750
SHIGELLAANTISERUM POLY D LYO 228371  DIFCO 3 3 Rp 1,804,275 Rp 5,412,825
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237500 DIFCO SO0 gr/botol Rp 2,043,225 Rp 2,043,225
2 MUELLER HINTON AGAR 225250  DIFCO 2 500 Re 1,372,680 Rp 2,745,360
ANTIBIOTIK DISK(14 macam) 0OX0ID 1 250/pack Rp 441,000 Rp 4,410,000
KEBUTUHAN PENDUKUNG ) e =
1 PETRIDISK s KARTEL 23 500/BOX Rp 2,250,000 | Rp 51,750,000
2  COTTON SWAB LOKAL 20 200/B0OX Rp 270,000 | Rp 5,400,000
3 TUBESCULTURE SCREW t10cm 14-8470-66  KIMEX BRAND 500 BUAH Rp 27,000 | Rp 13,500,000
COOLBOX 12LT MARINA 25 BUAH
S TERMOSESPLASTIK LIONSTAR 25 BUAH
6  KONTAINER FESES DENGANSENDOK 650 BUAH
7 == 150 BUAH
SLIDE 15 72/BOX Rp 31,500 Rp 472,500
COVER GLASS 20 SO/KOTAK _ Rp 18,000 Rp 360,000
10 TRANSFER PIPET (DISPOSIBLE) 13-5936-01 FALCON 3 1000/80X [Rp 1,522,800 Rp 4,568,400
11  AKSESORISJIAR GASPAK150LARGEANAEROBIC DIFCO 1 BUAH Rp 1,800,000 Rp 1,800,000
12 CRYOVIALTUBE NUNC 7 450/BOX Rp 2,745,000 Rp 19,215,000 |
13 ANAEROBIC GAS GENERATING KITS BROOS6A _ OXOID 20 10SACH Rp 585,000 11,700,000 |
14 KOTAKCRYOVIAL NUNC BUAH Rp 315,000 Rp 6,300,000
KANTONG PLASTIK AUTOCLAVE (L) LOKAL 2 100/BOX Rp 1,012,500 Rp 2,025,000
16 BIOHAZARD AUTOCLAVE BAG (S) LOKAL 3 100/B0OX Rp 1,509,300 Rp 4,527,900
17 CLOROX 3 S LITER Rp 45,000 Rp 135,000
DISP.NITRILE GLOVES NON POWDER(L) Sensi Glove 5 Rp 450,000 Rp 2,250,000
DISP.NITRILE GLOVES NON POWDER(M) Sensl Glove S 100/PACK Rp 450,000 Rp 2,250,000
20 OISP.NITRILE GLOVES NON POWDER(S) Sensl Glove 3 Rp 450,000 Rp 1,350,000
21  MASKER BERTAL! 5 100/80X Rp 180,000 Rp 900,000
SABUN CUCI TANGAN (+DISPENSER) S BOTOL Rp 13500 Rp 67,500 |
DETERGENT RINSO S 1KG/BKS Rp 13,500 Rp
24 SLIDE BOX r BUAH Rp 45,000 Rp
LYSOL S SUITER Rp 67,500  Rp 337,500
26 PLASTIK OBATSEUKURAN KONTAINER FESES 2500 BUAH Rp Rp 500,000
27 PARAFILM *M” ~ 13-5635-80 |"M" 3 ROLL Rp Rp 1,890,000
TISSUE 10 aec Rp 13,500 | Rp 135,000
20 ROLL Rp 5,400 | Rp 108,000
ALUMINIUM FOIL S ROLL Rp "45,000 | Rp 225,000
31 LABEL 3 100/PACK __ Rp 22,500 | Rp 112,500
32 GASELPIGI{ISI) S 12 kgftabung __ Rp 108000 | Rp
KANTONG PLASTIK GULA 2500 LEMBAR Rp Rp 625,000
EMBER STAINLESS STEEL 2 BUAH Rp 2,700,000 Rp 5,400,000



35 TISSUE GULUNG ) 20 Rp 2,700 Rp 54,000
37 MERTAS SAMPLIL COKLAT 100 LEMBAR Rp
T SWAB RAYON COPAN 5 200/BOX Rp 315,000 Rp 1,575,000
XARAKTERISAS ROTA VIRUS
1 Viral RNA 52906 2
2 NucdleasefreeTube ml 3441 MBP 2 Box
3 8-Tube 0.2 mL 4323032 6 Box 15
4316567 3 Box
Blohazard 88151 1 1 000 000 1 000 000
6 Ethanol Absolut Merck 1  Botoi 2 2,000 000
1 Conical Aerosol barler 1000ul RT-1000F  Ralnin S Box
2 Conical Aerosol barier 200ui RT-200F  Rainin S Box
3 Conical Asrosol barier 100ul RT-100F Rainin S Box
Conical Aerosol barier 20u) RT-20F Rainin Box
Conlcal Aerosol barler 10ul RT-10GF ___ Rainin 10 Box 1700 000 17
6 Nitrll Non Powder Safe-ex 4  Box
Nitrll Non Powder Safe-ex 4 Box 200 000 800 000
8 Alkohol 70% Lokal 4  Botoi Rp Rp 200,000
d AM9780 Ambion 2 Botol
10 Sabun Cudi Lokal 2 Botoi S0 000
11 Bebas Serat 34155 6
With Plat One RTPCR 12574-026 10 Kit 14
Random Hexamer N8080127 Ambion 4 Kit
Frist Sewrand for RT-PCR 8 Kit
EU 0.2ml Thin-wall 8-tube Attached 879211 1 Box
16 TBE Buffer 15581-044 S  Botol
17 100 DNAladder 15628019 2 vial 2
Blue Juice 10816-015 S vial
Ultra Pure 16500-100 2  Botol
Ethidium Bromide 15585-011 vial
21 Parafilm 9910001 3M 1 Roll
Thermal Printer 170-7581  Mitshublshi 1 Roll 000 2
Primer - 50 vial
24 3351-HLT 250 MBP S Box
28106 Box

1 QlaQuick PCR Purification Kit



QlaQuick PCR Purification Kit for Gel 28706 Box 25,500 000
Bid Tenmminatorvi.i 4337455 6 Kit 100 29 820 000 178 820 000
4 POP6 4352757 4 8otol 3 500 000
10X Genetic Buffer with EDTA 402824 3 Botol 25
6 Bid X Terminator Purification 4376487 1 Botol
7. 36cm 4 for 3130 4333464 il unit 18,000,000
8 50cm 16 for 3130 x! 4333466 unit 18,000,000
Sub Total Rp 1,891,531,197
PPN 10% f 189,153,120
Total Rp 2,080,684,316
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Prosedur Pemeriksaan Salmonella spp dan Shigella spp

Alat dan Bahan
Alat

Ose
Bunsen
Inkubator
Plate
Tabung
Pinset

1
2
3
4
5
6.
Bahan
- 1. Media Mac Conkey
2. Media salmonella shigella
3. Xylose Lysine deoxycholate
4. Selenite agar
5. Kiligler iron agar (KIA)
6. Motility test medium/ Sucrose semi solid (SSS)
7. Motility indole Omithine (MIO)
8. Lysine
9. Arginin
10. Omithine

Prosedur kultur

1. Gunakan pinset untuk memegang Usap dubur pada medium Cary blair di tanamkan langsung ke
media lempeng agar diferensial dan selektif dengan bantuan ose yaitu pada agar mac Conkey,
Sahnonela-shigelia, Xylose Lysine Deoxycholate.

2. Usap dubur kemudian dimasukkan ke dalam medium persemaian selenit.
3. lnkubasi semua agar dan medium persemaian dalam incubator pada suhu 35°C selama 20-24 jam.

4. Setelah inkubasi biakan pada kaldu persemaian diambil dengan menggunakan sengkelit dan
dipindahtanamkan ke media lempeng agar selektif dan lempeng agar, kemudian diinkubasi pada
suhu 35°C selama 20-24 jam.

5. Koloni yang tumbuh Pada lempeng agar diseleksi scsuai dengen kriteria morfologis untuk
masing-masing kuman.

sengkelit jarum untuk selan jutnya dipindah-tanamkan ke media biokimia KIA, MIO , SSS,
Lysine, arginine dan Ormnithine untuk diidentifikasinya.

7. Reaksi biokimia minimal untuk identifikasi Enterobacterjaceae dapat di lihat pada tabel
Biokimia.




Tabel identifikasi Enterobacteriaceae berdasarkan reaksi biokimia minimal

No | Isolat KIA/H2S | SSS MiO Lysine Arginine | Omithine
1 | S. paratyphi K/AG() K/+ I+ = ¥ ¥
2 | S. entendis K/AG(:t). | K+ +.f+ + L +
3 |S. typhi K/A(%) K/+ +/-/- + L B
4 | Sh. Dysenwiae K/A K/- /-1 - s 2
5 | Sh. Fiexnen K/A(G) .Kf— -/-/- = : :
6 | Sh. Sonnei K/A K/- I+ = R +
-7 | Sh. Boydii K/A K/- -I-1- - s X
8 | KlI. Pneumoneaie K/AG(-) A(K)/- | Jx/+ + - -
9 | E. cloaceae K/AG(-) AK)/+ +/-/+ - + T
10 | E. aerogencs K/AG(-) _ AK)/+ +/~I+ o+ _ +
11 | P.vulgaris K/AG(+) K/+ | HH- 2 . -
12 | P.mirabilis K/AG(+) | K/+ +/-/+ Z & +
13 | Ecoli K/AG(-) K(A)/+ ++/d d d d
14 | Citrobacter K/AG(+) | K/+ ++/d - d d

K[A : K= basa=merah
: A=asam=kuning
G=gas
MIO :motility, indole, omithine

: Sucrose semisolid (medium gerak)



Prosedur pemeriksaan Vibrio cholerae

1. Ose

2. Bunsen
3. Inkubator
4. Milroskop

1. Media TCBS

2. Alkaline Peptone Water
3. MediaKIA

4. Maedia SSS

5. Media MIO

6. Media Simmon Citrate
7. Pewamaan Gram

CaraKerja

I8

2.

SeC.8

BRI N

Hapuskan usap dubur pada pada medium selektif seperti TCBS, cara ini disebut dengan cara langsung
(direct) inkubasi pada suhu 37 ° C selama 24 jam

Kemudian usap dubur tersebut dimasukkan ke dalam media perbcnihan pengayaan terlebih dabulu
seperti medium Alkalis peptone Water, inkubasi pada suhu 37 ° C selama 24 jam (cara mdak
langsungmdlrect)

Setelah 24 jam, usap dubur pada APW dioles dan dikultur juga pada medium TCBS

Inkubasikan kembali pada suhu 37 ° C selama 24 jam

Koloni tersangka Vibrio cholerae pada TCBS adalah kcloni bulat,sedang, bcrwama kuning seperti
dilingkani zone yang berwama kuning, sedangkan Vibrio parahaemolyticus dengan bentuk koloni
bulat, sedang, dan berwama hijau.

Kolont tersangka dilakukan test biokimia seperti KIA, SSE, MIO dan Simon citrate

Inkubasikan 37 ° C selama 24 jam

Amati pertumbuhan karakterissk pada test biokimia dan cocokkan pada tabel biokimia.

Kemudian lakukan test serologi aglutinasi untuk penentuan spesies dengan menggunalean medium
dari KIA

Catatan :Semap koloni tersangka dilakukan pemeriksaan preparat gram

Tabel Uji Biokimia untuk Vibrio cholerae

REAKSI BIOKIMIA HASIL REAKSI
Oksidase . +
Pertumbuhan tanpa penambahan NaCl +
KIA (Kligler [ron Agar) Allaali / Asam
MIO ( Motiity Indole Ovnithine ) +++
SSS ( Sucrose Semi Solid ) +
Lysine +
Arginine -
Oraithine +
Maltose +
Arabinose -




Prosedur Pemeriksaan Campylobacter spp

Alat

Inkubator
Sungkup laca
Ose

Bunsen
Mikroskop

N

Bahan

Media CCDA
Gas pack CO2
H202

NNNN

Asam Hipurate
Asam Nalidiksat
Sefalotin
Pewamaan gram

PNAINBE WD =

Cara Kenja

1. Hapuskan usap dubur pada media CCDA kemudian lakukan streak dengan menggunakan ose.
- 2. Media tersebut diinkubasi dalam sungkup yang sudah diberi gas pack CO2, inkubasi pada subu

42°C selama 48-72 jam. '

3. Sctelah dilakukan inkubasi, idectifikast koloni yang disangkan Campylobacter yaitu apabila
drtemukan %oloni dengan larakiecdstk berwamna keabuan , datzr, mengkilat dan menyebar.

4. Jika dilzkulen pcwarnaan gram pada koloni tersangha zkan ditemui sebagai kuman gram negatif,
berbentuk bengkok, menyerupai huruf “S” atau sebagai gambaran burung carmar

S. Ustuk memastikan hasil identifikasi dilakukan uji biokimia sepert oksidase, katalase, bipurate
dan kepekaan terhadap asain nalidiksat dan sefaloin.

Tabel Biokimia untuk Campylobacter spp

Uji Biokimia C. jejuni Ccoli
Oksidase H# +
Katalase + +
Hipurate + -

Kepekaan terhadap
- Asam Nalidiksat Sensitif atau Resisten Sensitif
- Sefalotin Resisten Resisten




Prosedur Resistensi Antibiotik dengan Metode cakram (Disc Diffusion)

Alat ¢

1. Disk dispenser

2. Kapas Lidi

3. Bunsen

4. Pewridisk

5. Ose

6. Standard M¢ Farland

7. Densicheck

‘ 8 Inkubator
Bahan

1. Isolat araap

2. BHI

3. Mueller hinton Agar

Cara Kerja

1. Buatlah brakan kuman (berumur 24 jam) yang telah mumni dan telah diketahui identitasnya dalam

0,5 im! kaldu brain heari infusion (BHI).

Biakan kaldu dibuat tipis saja.

Inkubasi pada suhu 35°C sampai mencapai kekeruhan sesuai dengan standard Mac Farland 0,5
(biasanya setelah 2-6 jam). Penyesuaian kekeruhan dilakukan dengan menambahkan larutan NaCl
pada biakan kaldu.

2. Secara optmal, 15 menit setelah dilakukan penyesuaian kekeruhan, suspense kuman diamb:il
dengan menggunakan kapas lidi steril. Kapas lidi diputar-pusar beberapa kali dan kemudian
ditekankan ke dinding bagnn dalam tabung untuk menghilangkan kelebiahn inokulum dar
biakan kaldu

3. Kapas lidi kemudian ditanamkan ke lempeng agar Mueller-Hinton (ukuran lempeng
petri=100x15 mm) dengan cara mengusapkannya (streak) pada seluruh permukaan lempeng agar.
Prosedur ini diulang sebazyak 2x lagi dengan setiap kali memutar posisi lempeng agar 60° agar
supaya seluruh permukaan terinokulasi dengan rase. Sebagai tahap akhir,scluruh tepi agar juga
diusap. Lempeng agar yang telah ditanami dibiarkan selama 5-10 meit, untuk mengerngkan
kelebihan cairan inokulum pada permukaan agar.

4. Sejumlah cakram antibiotic disiapkan untuk pengujian int. Cakram-cakram antibiotic dapat

dijetaklap saty demi satu di atas agar biakan secara manual atau dapat juga dengan menggunalen
apparatus pembagi (disc dispenser).

Setelah diletakkan di atas agar biakan, cakram-cakram antibiotika dapat diletakkan satu deri satu
di atas agar biakan secara manual atau dapat juga dengan menggunakan apparatus pembagi.
Kemudian cakram ditekan secara perlahan dengan pinset untuk mematikan seluruh permukaan
bersentuhan sempuma dengan permukaan agar yang mengandung biakan kuman.



5. Balik lempeng setelah 30 menit dan inkubasi dalam incubator pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

6. Hasil pengujian dibaca dengan mengukur zora hambatan yang diperlihatlan oleh biakan tersebut.
Ukuran sensitif, resisten dan intermediate disesuaikan dengan standar CLSI (Clinical Laboratory
standard institute),

Prosedur pemeriksaan parasit usus
Prosedur l_’emerii(saan protozoa usus dengan cara langsung
Bahan dan alat-alat:
- Cairan pemenksaan/pewarna:
o Air garam faal
o Eosin2%
o Lugol (3% yod Kristal dalam 10% KJ)
- Lidi/Aplikator
- Kaca Objek
- Kaca penutup
Cara Kerja
1. Teteskan satu tetes salah satu cairan (garam faal, eosin, atau lugol) di atas sebuah kaca benda
2. Ambil tinja yang berformalin +5 mg sebesar kepala korek api dengan sepotong lidi.
3. Tinja diaduk. rata dengan (-:airan di atas, singkirkan serat dan benda-benda kasr

4. Adukan tinja tersebut ditutup dengan dengan kaca penutup berhati-hati sampai rata. jangan ada di
bawsh udara. #

S. Sediaan siap diperiksa di bawah mikroskop, dimulai dengan pembesaran 10 x 10 uniuk mencari
parasit, kemudian dibesarkan dengan 40 x 10 atan 100 x 10 (pakai minyak imersi) umtuk
mendiagnosis spesies parasit.

6. Jenis protozoa yang kemungliean ditemukan adalah Entamoeba histolytica, Entamoeba coli
Giardia lamblia dan Balantidium coli.




Prosedur Pemeriksaan Cacing Usus dengan Cara Langsung Sediaan Basah dengan Gelas
Penutup

Bahan yang diperlukan

Lidi (uluaan 5 cm)

Gelas Objek

Gelas Pemutup

Air atau garam faal

Tinja yang akan diperiksa

Cara Kenja

l. Letaklen setctes air di atas gelas objek

2. Dergan lidi diambil sedikit tinja (1-2 mm®), kemudian dihancutkan di dalam air di atas gelas
objek.

Hancurkan tinja hingga homogen dengan menggunakan lidi.
Tutup dengan gelas peovtap.

Periksa dengan pembesaran lemah (objektif 10x)
Diafragma dikecilkan atau kondensor diturunkan.

Beberapa jenis cacing, larva maupun telur yang mungkin ditemukaa Trichuris trichura, Ascaris
lumbricoides, dan Ancylostoma duodenale.

hE W

N v s W

Prosedur Pemeriksaan Rotavirus dengan Rapid Test

Bahan dan Alat

1. Rapid test
2. Vortex
Carakeija

1. Keiuarkan tabung ekstrakst dan kemasan

2. Masukkan 50 mg samipel tinja atau 100ul cairan tinja dengan menggunakan pipet ke dalam
tzbung ekswaksi

Putar-putar tabung sepuluh kalt, ateu menggunakan vortex

Keluarkan rapi}l test dan kemasannya.

Teteskan 5-6 tetes ke disumur sampel

Tunggu hingga muncul garis merah atau ungu pada jendela basil.

Int erpretasi hasil setelah 10-20 menit. Hindarkan membaca hasil setelah lewat dan 20 menit.

Pita di dacrah control (C) menunjuklen tes yang di lakukan sudab sesuai prosedur dan alat tes
dalam keadaan baik

9. Pita di zona reaksi (T) menunjukkan hasil, munculnya dua garis di zona C dan T menunjukkan
hasil positif rotavirus sedangkan jika hanya munciil garis di daerah C maka hasilnya negative

o N v s W

Jika garis muncul di daerah T dan tidak muncul di daertah C menunjukkan hasil invalid dan
sebaiknya diulang.
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PROSEDUR KERJA PEMERIKSAAN ROTA VIRUS

Faeces

Ektraksi RNA Virus

Reverse Transcriptase

PCR gen VP7 (G Typing)
First Round

PCR gen VP4 (P Typing)
First Round

PCR gen VP7 (G Typing)
Second Round

PCR gen VP4 (P Typing)
Second Round

Positif

Purifikasi Produk PCR

PCR Sekuensing

l

Purifikasi Produk Sekuensing

Menentukan

Genotype

Variabilitas
asam anuno

Negatif

Analisis Filogenebk &
Mapping Genotipe




ALAT dan BAHAN

O 0 NALDWN =

10.
11
12.
13.
14
15.
16.
17.
18.
19.
20.
) 8
22.

Random hexamers

dNTPs

M-MLV-RT

10X PCR buffer

Taq polymerase

MgCl2

Oliogonucleotide primers33: VP7-F, VP7-R, VP7-RINT, G1, G2, G3, G5, G8,
G9, G10, G12, VP4-F, VP4-R, P[4], P[6], P(8], P[9], P(10], P[11]
Agarose

TBE

Gel loading buffer

Ethidium bromide

100-bp DNA ladder

Pipettes (20-1,000 pl)

Microfuge

Thernnocycler

Ice bath

PCR tubes i
Pipette tips (hlter)

Micrccentrifuge tubes

Electrophoresis tank and power pack

Gel imager or UV transilluminator

PROSEDUR

Pcnatalaksanaan Ekstraksi RNA Virus HIV

Dipipet sebanyak 560 ul Buffer AVL kemudian dimasukkan k e dalam vial
Ditambahlen 140 pl serum pasien.

Vortex dan inkubasi suhu ruangan (RT) 10 menit

Diputar beberapa detik.

Tambahkan 560 pl alkohol absolute.

Vortex dan dan diputar

Tranfers @ 630 pl ke-2 spin colum

Sentrifuse 8000 1pm selama 1 menit.

Ganti collection tube tambahkan 500 p! Buffer AW1

. Seutrifuse 8000 rpm selama 1 menit.
. Ganti collection tube tambahkan 500 ui Buffer AW2

. Sentrifuse 14000 rpm selama 3 menit.

. Ganti collection tube

. Sentrifuse 14000 rpm selama 1 menit.

. Ganti collection tube dengan 1,5 ml eppendorf tube + 60 pul Buffer AVE
. Diamkan dalam (RT) selama 1 menit

. Sentrifuse 8000 rpm selama 1 menit.

. Buang spin colum dan beri label pada tube



Penatalaksanaan PCR Ro#avirus

Reverse Transcriptase RNA ke CDNA Rotavirus
1. Transfer 40 jd hasil ektraksi ke dalam PCR, inkubasikan pada 97°C selama 5 menit
lalu masukkan ke dalam Es
2. disiapkan reagen RT-PCR mix dengan menambahkan komponen-komponen dibawah
10X buffer II (Invitrogen) 7.0 pl
50 mM MgCl; 7.0 pl
Random primers 18 1.0 pl
dNTPs (10 mM) 2.0 ul
M-MLV (209Q U/ul) Invitrogen 2.0 pl
f. RNase-free H20 11.0 ul
Total volume 30.0 p!
Dimasukkan kedalam tube yang mengandung RN A virus
4. Diinkubasikan pada suhu 37C selama 1 jam lalu suhu95 C selama 5 menit, lalu
dimasukkan kedalam Es
5. Total Volume cDNA yang dihasilkan menjadi 70 ul.

6. cDNA yang didapat dapat langsung digunakan untuk lankah PCR selanjutnya atau
disimpan pada suhu -20°C
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Rotavirus G-typing consensus PCR (First Round PCR Gen VP7)

1. Dalam tabung reaksi steril 1,5 ml, disiapkan reagen RT-PCR mix dengan
menambahkan komponen-komponen dibawah tni :

10X buffer IT (Invitrogen) 4.5 pl

50 mM MgCl2 2.0 pl

dNTPs (10 mM) 1.0 pl

Taq polymerase (5 U/ul) (Invitrogen) 02 pl

Primer VP7-F (20 pmoles/pl) 1.0 pl

Primer VP7-R (20 pmoles/pl) 1.0 pl

RNase-free H20 35.3 pl

Total volume 45.0 pl

2. Masukkan 45 ul campuran reagen PCR kedalam tube yang mengadung 5 ul cDNA

3. Lalu dimasukkan kedalam mesin PCR dengan protokol siklus rotavirus VP7 First
Round.

4. Hasi! PCR ke dalam well gel agarosa (1.5% atau 2%) di dalam elektroforesis

chamber. Salah satu well diisii dengan marker 100 bp sebanyak 10 ul

Nyalakan power supply pada posisi 100 volt selama 45 menit.

6. Hasil elektroforesis dilihat dengan menggunakan lampu UV.
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G-typing multiplex PCR (Second Round PCR)
1. Dalam tabung reaksi steril 1,5 ml, disiapkan reagen RT-PCR mix dengan
menambahkan komponen-komponen dibawah ini :
10X buffer I (Invitrogen) 4.8 pul
50 mM MgCI2 2.5 ul
dNTPs (10 mM) 1.0 u
Taq polymerase (5 U/pl) (Invitrogen) 0.2 u
Primer VP7-R (20 pmoles/pl) 1.0 ul
Primer G1 (20 pmoles/pl) 1.0 u
Pamer G2 (20 pmoles/pul) 1.0 u
Primer G3 (20 pmoles/pl) 1.0 u
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Primer G4 (20 pmoles/pl) 1.0 u
Primer G8 (20 pmoles/pl) 1.0 u
Primer G9 (20 pmoles/pl) 1.0 u
Primer G10 (20 pmoles/ul) 1.0 u
m. Primer G12 (20 pmoles/pl) 1.0 u
n  RNase-free H2030.5u
o. Total volume 48.0 ul
2. Masukkan 48 ul campuran reagen PCR kedalam tube yang mengadung 2 uf hasil First
round PCR
3. Lalu dimasukkan kedalam mesin PCR dengan protokol siklus rotavirus.
4. Hasil PCR ke dalam well gel agarosa (1,5% atau 2%) di dalam elektroforesis
chamber. Salah satu well diisii dengan marker 100 bp sebanyak 10 pl.
5. Nyalakan power supply pada posisi 100 voit selama 45 menit.
6. Hasil elektroforesis dilihat dengan menggunakan lampu UV.
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Rotavirus P-typing consensus PCR (First Round PCR Gen VP4)
1. Dalam tabung reaksi steril 1,5 ml, disiapkan reagen RT-PCR mix dengan
menambahkan komponen-komponen dibawah ini :
10X buffer 11 (Invitrogen) 4.5 pl .
50 mM MgCl2 2.5 pl
dN'1Ps (10 mM) 1.0 yl
Taq polymerase (5 U/ul) (Invitrogen) 0.2 pul
Primer VP7-F (20 pmoles/pl) 1.0 pl
Primer VP7-R (20 pmoles/pl) 1.0 pl
RNase-free H20 34.8 pul
h. Total volume 45.0 ul
Masukkan 45 ul campuran reagen PCR kedalam tube yang mengadung 5 ul cDNA
Lalu dimasukkan kedalam mesin PCR dengan protokol siklus Rotavirus VP4 First
Round.
4. Hasil PCR ke dalam wel/ gel agarosa (1,5% atau 2%) di dalam elektroforesis
chamber. Salah satu weil diisii dengan marker 100 bp sebanyak 10 pl.
5. Nyalakan power supply pada posisi 100 volt selama 45 menit.
6. Hasil elektroforesis dilihat dengan menggunakan lampu UV.
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P-typing multiplcx PCR (Second Round PCR)
1. Dalam tabung reaksi steril 15 ml, disiapkan reagen RT-PCR mix dengan
menambahkan komponen-komponen dibawah ini :
10X buffer 11 (Invitrogen) 4.8 pl
50 mM MgCI2 2.5 ul
dNTPs (10 mM) {.0u
Taq polymerase (5 U/pl) (Invitrogen) 0.2 u
Primer VP7-R (20 pmoles/ul) 1.0 ul
Primer G1 (20 pmoles/ul) 1.0 u
Primer G2 (20 pmoles/pl) 1.0 u
Primer G3 (20 pmoles/ul) 1.0 u
Primer G4 (20 pmoles/pl) 1.0 u
Primer G8 (20 pmoles/pl) 1.0 u
Primer G9 (20 pmoles/ul) 1.0 u
Primer G10 (20 pmoles/ul) 1.0 u
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m. Primer G12 (20 pmoles/ul) 1.0 u
n. RNase-free H20325 u
o. Total volutne 480 ul
2. Masukkan 48 ul campuran reagen PCR kedalam tube yang mengadung 2 ul hasil First
round PCR
Lalu dimasukkan kedalam mesin PCR dengan protokol siklus 1otavirus.
4. Hasil PCR ke dalam well gel agarosa (1,5% atav 2%) di dalam elektroforesis
chamber. Salah satu wel! diisii dengan marker 100 bp sebanyak 10 pl.
Nyalakan power supply pada posisi 100 volt selama 45 menit.
6. Hasil elektroforesis dilihat dengan menggunakan lampu UV.
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Sekuensing Rotavirus

Dari hasil Gel elektrofresis, Hasil yang menunjukkan positif (Muncul Pita), dilakukan
purifikasi dengan menggunakan Qiaquick. Atau dapat juga dilakukan purifikasi larutan
PCRnya. Hasil Pufikasi (batk gen VP7 maupun Gen VP4), kemudian dilakukan proses PCR
sekuensing kemudian dimasukkan ke dalam Mesin ABl 3310x]. Data hasil yang didapat
kemudian dianalisis dengan menggunakan perangkat lunak MEGA 5.05 dan Bioedit.




(_BM-TDK-Lampiran 7

PROSEDUR PENGEMASAN DAN PENGIRIMAN SAMPEL DIARE

Semua sampel diharapkan dikirim ke Laboratorium Bakteriologi Badan Litbang Depkes
selambat-lambatnya dalam 48 jam. Berikut persiapan yang perlu dilakukan untuk pengiriman
sampel.

1. Pengemasan
1.1 Pengemasan spesimen suhu 2-8°
1. Siapkan kotak pendingin yang sudah ditambah ice pack.

2. Periksa apakah semua sampel sudah diberi label no ID.

3. Periksa apakah semua sampel sudah dilengkapi formulir kuesioner kunjungan klinis dan
kuesioner 30 hari (bila sudah ada).

Pastikan no ID yang ada disampel sesuai dengan log book dan kuesioner klinis.

Balut masing-masing tabung (Cary Blar, PBS, dan Hank) dcngan kertas penyerap cairan
atau tissue. Masukkan masing-masing taburg tersebut ke dalam plastik kedap air

6. Spesimen disusun dengan rapi, perhatikan posisi tabung agar tidak ierbalik.
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7. Masukkan sampel swab tenggorok, swab hidung (2 vial) ke dalam kantong plastik (1
kantong untuk satu pasien).

8. Masukkan spesimen ke dalam kotak pendingin yang diberi ice pack beku, tambahkan
kertas koran di sekeliling sampel untuk menghidari guncangan.

9. Sertakan kuesioner klinis yang sudah dimasukkan ke dalam plastik dan direkatkan pada
cool box.




1.2 Pengemasan spesimen yang disimpan pada suhu kamar.

1. Masukkan sampel tinja +10% formalin dan Cary Blair (suhu kamar) yang sudah
dibungkus plastik ke dalam kotak kemudian tambahkan kertas koran di sekeliling sampel
untuk menghidari guncangan.

2. Rekatkan kotak untuk sampel suhu kamar pada sisi luar kotak pendingin.

II. Pengiriman
- Masulckan kemasan IT1.1.1 dan ITI. 1.2 ke dalam satu kardus.

- Tambahkan koran atau gabus di sekeliling cool box dan kotak untuk menghidari

guncangan.
- Beri label alamat yang sudah disediakan pada dua sisi.

- Kirim ke Laboratorium Bakteriologi Badan Litbang Depkes Jakarta.




KEMENTERIAN KESEHATAN

BADAN PENELITTAN DAN PENGEMBANGAN KESEHAT AN
Jalan Percetakan Negara No. 29 Jakarta 10560 Kotak Pos 1226

%.:,._J_ Q..."'" Telepon: (021) 4261088 Faksimile: (021) 4243933
R E-mail: sesban{@litbang.depkes.go.id. Websire. hitp://www litbang depkes.go.id

PERSETUJUAN ETIK (ETHICAL APPROVAL)
Nomor : K& .01 cs /ECh23 12012

Yang bertanda tangan di bawah ini, Ketua Komisi Etik Penelitian Kesehatan Badan Litbang
Kesehatan, setelah dilaksanakan pembahasan dan penilaian. dengan ini memutuskan
protokol penelitian yang berjudul -

“Identifikasi dan Uji Resistensi Mikroorganisme Penyebab Diare
pada Anak Balita di Indonesia"

yang mengkutsertakan manusia sebagai subyek penelitian, dengan Ketua Pelaksana /
Peneliti Utama -
Dr. drg. Magdarina Destri Agtini, MSc

dapat disetujui pelaksanaannya. Persetujuan ini berlaku sejak tanggal ditetapkan sampai
dengan batas waktu pelaksanaan penelitian seperti tertera dalam protokol.

Pada akhir penelitian, laporan pelaksanaan penelitian harus diserahkan kepada KEPK-
BPPK Jika ada perubahan protokol dan / atau perpanjangan penelitian, harus mengajukan
kembali permohonan kajian etik penelitian (amandemen protokol).

Jakarta, 25 Me: 30,5

Ketua
Komisi Etik Penelitian Kesehatan
Badan Litbang Kesehatan,
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Prof. Dr. M. Sudomo




