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Kata Pengantar

3XML� V\XNXU� NHSDGD� $OODK� 6ZW�� � GDQ��
apresiasi atas selesainya pembuatan buku 
saku Diagnosis Laboratoris Leptospirosis 
Buku saku ini merupakan produk para peneliti 
dan teknisi di Balai Besar Penelitian dan 
3HQJHPEDQJDQ�9HNWRU�GDQ�5HVHUYRLU�3HQ\DNLW�
�%�3�953�� \DQJ� PHQHNXQL� OHSWRVSLURVLV��
dalam aspek epidemiologi, pemeriksaan 
laboratoris dan penanggulangan.

%XNX� LQL� PHQMDEDUNDQ� WDWD� FDUD� PHPLOLK� VDPSHO� NOLQLV� GDQ�
metode yang tepat untuk pemeriksaan leptospirosis di laboratorium. 
6HFDUD� VSHVLʈN�� EXNX� LQL� EHULVL� SHQMHODVDQ� VLQJNDW� ODQJNDK�ODQJNDK�
teknis dan metode pemeriksaan leptospirosis di laboratorium.

1DVNDK� EXNX� Ȇ'LDJQRVLV� /DERUDWRULV� /HSWRVSLURVLVȇ� LQL�
WHODK�GLNDML�PHQGDODP�GDQ�PXQJNLQ�PDVLK�WHWDS�DGD�KDO�\DQJ�PDVLK�
perlu disempurnakan. Teknologi pemeriksaan laboratoris dituntut 
OHELK� HIHNWLI�� HʈVLHQ�� GDQ� DNXUDW�� 2OHK� NDUHQD� LWX�� SHUOX� DGDQ\D�
buku Diagnosis Laboratoris Leptospirosis� XQWXN� PHQXQMDQJ� KDVLO�
pemeriksaan klinis dan lingkungan. Buku ini berisi proses pengambilan 
sampel, rantai dingin hingga pemeriksaan di laboratorium untuk 
NRQʈUPDVL�GLDJQRVLV�OHSWRVSLURVLV�

 Dengan terbitnya buku ini dapat dilakukan deteksi dini dalam 
XSD\D�SHQJHQGDOLDQ�GDQ�SHQFHJDKDQ�NHMDGLDQ�OXDU�ELDVD�OHSWRVSLURVLV��
Kami berharap buku ini dapat bermanfaat bagi program laboratorium, 
SHQHOLWL��GDQ�SHQJJXQD�ODLQQ\D�XQWXN�NRQʈUPDVL�GLDJQRVLV�/HSWRVSLUD�

Terima kasih. 

 
-DNDUWD��0DUHW�����
Kepala Badan Litbangkes

 
dr. Siswanto, M.H.P., DTM
1,3�������������������
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Kata Pengantar

Balai Besar Penelitian dan 
3HQJHPEDQJDQ�9HNWRU�GDQ�5HVHUYRLU�3HQ\DNLW�
�%�3�953��PHUXSDNDQ�8QLW�3HODNVDQD�7HNQLV�
Badan Litbangkes khusus di bidang penelitian 
dan pengembangan metode pengendalian 
SHQ\DNLW�WXODU�YHNWRU�GDQ�UHVHUYRLU��]RRQRVLV��
diantaranya leptospirosis.

Pemeriksaan leptospirosis yang 
GLODNXNDQ� GL� %�3�953�PHOLSXWL� SHPHULNVDDQ� gold standard, yaitu 
Microscopic Agglutination Test� �0$7��� NXOWXU� EDNWHUL�� GDQ� ELRORJL�
molekuler dengan teknik Polymerase Chain Reaction� �3&5��
konvensional maupun real time serta sequencing�'1$��3HPHULNVDDQ�
dilaksanakan berdasarkan kaidah ilmiah dan biosafety and biosecurity 
baku.

86$,'� PHODOXL� SURJUDP� SHQHOLWLDQ� 3((5� +HDOWK� WHODK�
memberikan kepercayaan kepada kami untuk melakukan penelitian 
DODW�GHWHNVL�FHSDW�GDQ�GLQL�OHSWRVSLURVLV�GHQJDQ�MXGXO��ȆDevelopment 
of an Antigen-Capture Immunoassay for Rapid Diagnosis of Acute 
LeptospirosisȆ� EHUNRODERUDVL� GHQJDQ� 3URI�� GU� 0�� +XVVHLQ� *DVHP��
Ph.D, Sp.PD, K-PTI dari RS dr. Kariadi dan David Aucoin, Ph.D 
Associate Professor�GDUL�8QLYHUVLW\�RI�1HYDGD�5HQR��86�

%�3�953� MXJD� PHPLOLNL� LQVWDODVL� 3URWHRPLN� GL� EDZDK�
Laboratorium Mikrobiologi untuk mengkarakterisasi leptospirosis 
dengan metode Pulse Field Gel Elctrophoresis �3)*(���6HPRJD�EXNX�
LQL� EHUPDQIDDW� VHEDJDL� SHGRPDQ� GL� ODERUDWRULXP� XQWXN� NRQʈUPDVL�
atau diagnosis leptospirosis.

Terima kasih. 

 
6DODWLJD��0DUHW�����
.HSDOD�%�3�953

 
Joko Waluyo, S.T., M.Sc., PH.
1,3�������������������
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Prakata

Alhamdulillahi Rabbil’alamiin�� SXML�
syukur kepada Allah Swt., Buku Diagnosis 
Laboratoris Leptospirosis telah selesai 
GLVXVXQ��%XNX�VDNX�LQL�PHUXSDNDQ�KDVLO�NHUMD�
UHNDQ�UHNDQ�SHQHOLWL�GDQ�WHNQLVL�GL�%�3�953�
yang melakukan penelitian leptospirosis 
VHMDN� ������ 3HQJHPEDQJDQ� ODERUDWRULXP�
deteksi Leptospirosis diawali pada tahun 

����� GHQJDQ� SHQGDPSLQJDQ� GDUL�WHO Colaborating Centre for 
Leptospirosis, Indian Council of Medical Research �,&05��3RUW�
Blair, Andaman India.  Penelitian hibah   PEER   Health   dari   
86$,'�� GHQJDQ� MXGXO� Ȇ'HYHORSPHQW� RI� DQ� $QWLJHQ�&DSWXUH�
,PPXQRDVVD\� IRU� 5DSLG� 'LDJQRVLV� RI� $FXWH� /HSWRVSLURVLVȇ��
EHNHUMDVDPD�GHQJDQ�8QLYHUVLW\�RI�1HYDGD�5HQR��815��$PHULND��
MXJD�WHODK�EHUNRQWULEXVL�GDODP���SURVHV�SHQJHPEDQJDQ�ODERUDWRULXP�
SHPHULNVDDQ�OHSWRVSLURVLV�GL�%�3�953�

Kami ucapkan terima kasih kepada Kepala Badan 
Litbangkes atas nasihat dan dukungan yang amat berharga dan 
.HSDOD�%�3�953�\DQJ�WHODK�PHPEHULNDQ�IDVLOLWDV�GDQ�GXNXQJDQ�
sehingga pelaksanaan penelitan dan penyusunan buku saku 
'LDJQRVLV� /DERUDWRULV� /HSWRVSLURVLV� WHUZXMXG�� 7DN� OXSD� NDPL�
ucapkan terima kasih kepada  Prof. M. Hussein Gasem atas 
bimbingannya dan Prof. M. Sudomo yang telah memberikan 
masukan dalam penyusunan buku, Dr. Trihono yang telah 
PHPEHULNDQ� ZDZDVDQ� WHQWDQJ� SURJUDP� NHELMDNDQ� SHQJHQGDOLDQ�
penyakit tular vektor dan zoonosis, serta bapak ibu peneliti dan 
teknisi khususnya di laboratorium Reservoir dan laboratorium 
0LNURELRORJL� \DQJ� WHODK� PHQGXNXQJ�� 7HULPD� NDVLK� DWDV� NHUMD�
keras Tim PEER Health di laboratorium. Tak lupa semangat yang 
GLFRQWRKNDQ�DOP��$VWUL�0DKDUDQL��UHNDQ�VHMDZDW�\DQJ�WHODK�WHQDQJ�
di sisi Allah Swt.

Last but not least, ucapan terima kasih kami kepada orang 
tua dan keluarga kami yang senantiasa mendoakan dan mendukung 
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tanpa lelah. Tak lupa akhirnya kami ucapkan terima kasih kepada 
86$,'� \DQJ� WHODK�PHQGXNXQJ�PHODOXL� SHQHOLWLDQ� 3((5�+HDOWK�
sehingga kemampuan kami makin terasah, terutama dalam 
pemeriksaan Leptospirosis di laboratorium. Semoga Allah SWT 
memberikan kemudahan dalam melaksanakan tugas penelitian 
GHPL�NHPDMXDQ�GDQ�NHPDQGLULDQ�EDQJVD�

 
6DODWLJD��0DUHW�����

 
Farida Dwi Handayani, S,Si, MS 
1,3��������������������
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BAB I

Pendahuluan

Leptospirosis merupakan infeksi zoonosis umum di 

dunia yang disebabkan oleh Leptospira sp. bakteri Gram- 

negatif golongan Spirochaeta. Leptospira digolongkan 

PHQMDGL� GXD� � NHORPSRN� � \DLWX� � JRORQJDQ� � SDWRJHQ� � GDQ��

non-patogen. Tikus adalah reservoir utama dan bakteri ini 

dipelihara secara alami dalam tubulus�JLQMDO�GDQ�GLNHOXDUNDQ�

melalui urin. Leptospirposis berat (dikenal sebagai sindrom 

:HLO�� GHQJDQ� JDPEDUDQ� NOLQLV� LNWHUXV�� JDQJJXDQ� IXQJVL�

JLQMDO��GDQ�PDQLIHVWDVL�SHUGDUDKDQ�GLLGHQWLILNDVL�ROHK�$GROI�

:HLO�SDGD�WDKXQ������

Wabah leptospirosis telah dilaporkan di seluruh 

dunia antara lain di India, Indonesia, Malaysia, Sri Lanka, 

7KDLODQG�� (URSD�� $IULND�� $PHULND� 8WDUD� GDQ� 6HODWDQ��

.HMDGLDQ�LQL�PHQJNODVLILNDVL�leptospirosis sebagai penyakit 

menular yang muncul kembali (re-emerging disease��

Manifestasi klinis leptospirosis mirip penyakit 

infeksi lain, seperti demam dengue, malaria dan penyakit 

demam akut (acute febrile illness�� ODLQ� VHKLQJJD�

PHQ\HEDENDQ�PLVGLDJQRVLV��*HMDOD�OHSWRVSLURVLV�EHUYDULDVL��

mulai sindrom flu sampai penyakit Weil yang sering 

menyebabkan kematian.

0DVD�LQNXEDVL�ELDVDQ\D���Ǿ����KDUL�EHUNLVDU�DQWDUD

��Ǿ����KDUL��&LUL�NKDV�OHSWRVSLURVLV�DGDODK�SHQ\DNLW�ELSKDVLF��
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Fase sistemik merupakan fase pertama yang ditandai dengan 

infeksi sistemik akut yaitu ditemukannya Leptospira dalam 

darah (leptospiremia�� GDQ� FDLUDQ� VHUHEURVSLQDO�� )DVH� LQL�

ELDVDQ\D� WHUMDGL� VHODPD� �� Ǿ� �� KDUL� GLLNXWL� ROHK� �� Ǿ� �� KDUL�

periode asimtomatik. Fase kedua atau fase imun ditandai 

dengan demam dan ditemukannya Leptospira dalam urin 

(leptospiruria��

Ikterus adalah tanda klinik penting leptospirosis 

EHUDW�� ,NWHUXV� ELDVDQ\D� WHUMDGL� PXODL� KDUL� NHHPSDW� KLQJJD�

kesembilan infeksi. Selain itu, pendarahan paru dapat 

muncul pada minggu kedua merupakan bentuk paling parah 

dari leptospirosis ikterik. Infeksi Leptospira� MXJD� GDSDW�

PHQLPEXONDQ�JHMDOD�PHQLQJLWLV�GHQJDQ�GHPDP��VDNLW�NHSDOD�

dan fotofobia, tetapi tidak fatal. Pengobatan leptospirosis 

dengan antibiotik pilihan Doxycycline�GLEHULNDQ�����PJ�SHU�

KDUL�SHU�RUDO��VHODPD���Ǿ�����KDUL�XQWXN�GHZDVD��VHGDQJNDQ�

LQMHNVL� VHIWULDNVRQ� GLEHULNDQ� XQWXN� OHSWRVSLURVLV� EHUDW��

Pilihan antibiotik lain adalah ampisilin atau amoksisilin 4 

NDOL��KDUL������PJ���GRVLV��VHODPD���Ǿ�����KDUL�

Diagnosis leptospirosis secara klinis sulit dan 

diagnosis laboratorium membutuhkan peralatan khusus 

GDQ� NHPDPSXDQ� WHQDJD� \DQJ� WHUODWLK�� 8ML� ODERUDWRULXP��

WHUPDVXN� LVRODVL�EDNWHUL��SHPHULNVDDQ�PROHNXOHU�'1$�GDQ�

serologi Micro Agglutination Test� � �0$7���PDVLK� WHUEDWDV�

pada  laboratorium yang mampu mengembangbiakkan atau  

PHQJXOWXU�VHMXPODK�SDQHO��VHURYDU�OHSWRVSLUD��3HPHULNVDDQ�

PROHNXOHU� '1$� GHQJDQ� PHWRGH� 3&5� SDGD� VDPSHO� GDUDK�
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atau urin dapat mendeteksi Leptospira. Laboratorium 

%DNWHULRORJL� %�3�953� MXJD� PHQJHPEDQJNDQ� PHWRGH�

immunoassays dan biologi molekuler untuk konfirmasi atau 

GLDJQRVLV�OHSWRVSLURVLV��3DGD�EXNX�VDNX�LQL�GLVDMLNDQ�EHEHUDSD�

metode untuk mendeteksi Leptospira di laboratorium dan 

GLKDUDSNDQ�GDSDW�PHQMDGL�DFXDQ�EDJL�ODERUDWRULXP�ODLQ�

A. Infeksi Leptospirosis

Di Indonesia, leptospirosis merupakan fenomena the 

tip of iceberg yang kenyataannya leptospirosis meningkat 

WHWDSL� WHUMDGL� misdiagnosis, under-diagnosis dan under-

reported di pelayanan kesehatan.

Baik manusia maupun inang (host) lain merespons 

infeksi Leptospira dengan memproduksi antibodi spesifik 

anti-Leptospira��6HURNRQYHUVL�GDSDW�WHUMDGL�SDOLQJ�FHSDW����Ǿ�

7 hari setelah onset penyakit, tetapi kadang-kadang setelah 

���KDUL�DWDX�EDKNDQ� OHELK� ODPD�ODJL��$QWLERGL�,J0�PXQFXO�

sesaat sebelum antibodi IgG, umumnya IgG ini masih dapat 

terdeteksi bulanan bahkan bertahun-tahun tetapi dengan 

titer yang rendah.

B. Laboratorium Leptospirosis

Fasilitas yang dibutuhkan oleh laboratorium 

diagnostik untuk leptospirosis pada dasarnya sama dengan 

mikrobiologi diagnostik, yaitu dalam hal peralatan, staf 

teknis dan pelatihan, praktik laboratorium yang aman 

dengan mengedepankan biosafety dan biosecurity.
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Fungsi laboratorium terkait dengan pemeriksaan 

OHSWRVSLURVLV�DGDODK�VHEDJDL�EHULNXW�

��� Mengonfirmasi diagnosis

 Diagnosis leptospirosis sulit ditegakkan karena secara 

klinis mirip dengan penyakit infeksi endemis di 

Indonesia. antara lain infeksi virus dengue, demam 

tifoid atau hepatitis akut. Pemeriksaan laboratorium 

dapat mengonfirmasi kasus leptospirosis.

��� Kepentingan epidemiologis dan kesehatan masyarakat

� 3DGD� NHMDGLDQ� SHQ\DNLW� SHQWLQJ� GLNHWDKXL� HWLRORJL�

LQIHNVL�� HWLRORJL� SHQ\DNLW�� MHQLV� VHURYDU�� VHUWD�

SRWHQVL� UHVHUYRLU� �KHZDQ� SHPEDZD�� XQWXN� PHOLKDW�

NHWHUNDLWDQQ\D�� 'DWD� HSLGHPLRORJL� WHUVHEXW� PHQMDGL�

panduan strategi pengendalian penyakit bagi program.

C. Metode Diagnostik/Pemeriksaan
Diagnosis laboratorium leptospirosis dapat dilakukan 

dengan mendeteksi antibodi untuk keterpaparannya yaitu 

menggunakan tes deteksi cepat (rapid diagnostic test �5'7��

atau metode Enzyme-linked Immunosorbent Assay �(/,6$���

Teknik diagnosis laboratorium lain dapat dilakukan dengan 

mengisolasi dan mengembangbiakkan bakteri dari darah, 

XULQ� DWDX� MDULQJDQ�� ,PXQRIOXRUHVHQ� GDSDW� GLJXQDNDQ� XQWXN�

PHQGHWHNVL� OHSWRVSLUD� SDGD� MDULQJDQ�� 3HZDUQDDQ� XPXP�

yang digunakan untuk deteksi Leptospira adalah pewarnaan 

perak (silver staining) Metode terkini yang sering digunakan 

DGDODK�PHWRGH�EHUEDVLV�'1$�\DQJ�GLVHEXW�Polimerase Chain 
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Reaction atau biasa dikenal dengan nama PCR. Metode PCR 

WHUEDJL�PHQMDGL�GXD��\DLWX�PHWRGH�3&5�NRQYHQVLRQDO��end-

point PCR) dan real-time PCR (qPCR).Sampel klinis yang 

dikumpulkan untuk pemeriksaan sangat menentukan metode 

pemeriksaan. Keadaan ini tergantung pada fase infeksi. 

Leptospira biasanya beredar di dalam darah pasien selama 

VHNLWDU����KDUL�VHWHODK�RQVHW�SHQ\DNLW��%DNWHUL�MXJD�PXQFXO�

GDQ� GLMXPSDL� SDGD� FDLUDQ� WXEXK� ODLQQ\D�� VHSHUWL� XULQH� GDQ�

cairan serebrospinal beberapa hari setelah onset penyakit. 

Titer antibodi yang dapat dideteksi muncul dalam darah 

VHNLWDU� �� Ǿ� ��� KDUL� VHWHODK� RQVHW� SHQ\DNLW�� WHWDSL� � NDGDQJ�

kala  lebih dari waktu tersebut bila antibiotik diberikan.

 Skrining leptospirosis di laboratorium diawali 

GHQJDQ�SHQJDPELODQ�VDPSHO�XQWXN�EDKDQ�XML��6DPSHO�\DQJ�

VHULQJ�GLNXPSXONDQ�DGDODK�VHEDJDL�EHULNXW�

1. Darah segar dengan EDTA untuk kultur dan PCR
Darah segar dengan EDTA dapat digunakan untuk kultur 

GDODP����KDUL�SHUWDPD��.XOWXU�GDUDK� OHELK�GDUL����KDUL�

setelah onset penyakit biasanya sulit mendapatkannya 

karena bakteri Leptospira sebagian besar telah hilang dari 

darah. Sampel untuk kultur harus disimpan pada suhu 

ruang, karena suhu rendah atau dingin akan merugikan 

OHSWRVSLUD�SDWRJHQ��'DUDK�VHJDU�GHQJDQ�('7$�LQL� MXJD�

dapat digunakan untuk pemeriksaan antigen dengan 

metode PCR. Penyimpanan dan transportasi harus 

WHUMDJD�SDGD�NRQGLVL�DQWDUD�VXKX����p&�VDPSDL��p&�
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2. Serum untuk serologi
'HWHNVL�DQWLERGL�PHQMDGL�KDUDSDQ�SHPHULNVDDQ�VHUXP��

Sebaiknya serum dikumpulkan dua kali dengan selang 

ZDNWX� EHEHUDSD� KDUL� �ELDVDQ\D� �� VDPSDL� �� PLQJJX��

EHUGDVDUNDQ� WDQJJDO� GLPXODLQ\D� SHQ\DNLW� �RQVHW��

GDQ� NHPXQJNLQDQ� ZDNWX� WHUMDGLQ\D� VHURNRQYHUVL��

3HQJXMLDQ�VHUXP�XODQJ�LQL�GLSHUOXNDQ�XQWXN�PHQJXNXU�

NHQDLNDQ�WLWHU�DQWDUD�GXD�VDPSHO��VHURNRQYHUVL���XQWXN�

mengonfirmasi diagnosis leptospirosis. Hasil serologis 

negatif pada fase awal penyakit tidak berarti bahwa 

pasien tersebut tidak terinfeksi leptospirosis. Kenaikan 

titer serokonversi 4 kali dapat menyatakan pasien 

mengalami infeksi Leptospira.

3. Urin untuk kultur dan PCR
Leptospira mati dengan cepat dalam urine. Penggunaan 

urine untuk kultur harus dapat diperoleh dan diinokulasi 

ke dalam medium kultur sesuai dengan tidak lebih 

GDUL� �� MDP� VHWHODK� XULQ� GLNXPSXONDQ�� .HODQJVXQJDQ�

hidup leptospira dalam urine yang bersifat asam dapat 

ditingkatkan dengan membuatnya netral. Sampel urine 

XQWXN�SHPHULNVDDQ�3&5�VHJHUD�GLLVRODVL�'1$Q\D�GDQ�

GLVLPSDQ�GDODP����z&�

4. Sampel ginjal untuk kultur dan PCR
Leptospira KLGXS�VXEXU�GDQ�WHUSHOLKDUD�GL�GDODP�JLQMDO�

hewan reservoir. Tikus merupakan hewan pembawa 

atau reservoir XWDPD�OHSWRVSLURVLV��8SD\D�PHQJHWDKXL�
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keberadaan Leptospira GDQ� MHQLV� VHURYDU� EHUVLUNXODVL�

di lingkungan dapat dilakukan dengan surveilans tikus 

dan mendeteksi bakteri Leptospira pada tikus.

Gambar I .Tahapan leptospirosis dan pemilihan koleksi sampel 
�1DWDUDMDVHHQLYDVDQ��������

D. Leptospira

Leptospira�DGDODK�EDNWHUL�KHOLN�\DQJ�ʉHNVLEHO�GDQ�EHUJHUDN�

aktif. Pergerakannya berotasi atau berputar pada sumbu 

longitudinal. Leptospira� MXJD� EHUJHUDN� ʉHNVL� GDQ� HNVWHQVL��

Fleksi adalah gerakan menekuk atau membengkok, sedangkan 

ekstensi adalah gerakan meluruskan. Rotasi atau berputarnya 

EHUJDQWLDQ�DQWDUD�GXD�XMXQJQ\D��8MXQJ�Leptospira berbentuk 

lengkung atau seperti mata pancing. 

Bakteri ini tidak bisa dilihat dengan mikroskop cahaya biasa, 

tetapi harus dengan mikroskop medan gelap atau Dark Field 

Microscope� �')0��� 'HPLNLDQ� SXOD� GHQJDQ� SHZDUQDDQ��

Leptospira tidak bisa diwarnai dengan pewarnaan Giemsa, 



8

seperti halnya bakteri Gram negatif lain, tetapi harus 

menggunakan pewarnaan silver atau perak.

8NXUDQ� EDNWHUL� VDQJDW� NHFLO�� SDQMDQJ� EHUNLVDU� DQWDUD� �����

ƅP�GDQ�NHWHEDODQ�KDQ\D�VHNLWDU�����ƅP��'HQJDQ��SHUEHVDUDQ�

\DQJ� UHQGDK� ����[�� GL� EDZDK� ')0�� Leptospira terlihat 

KDQ\D� VHSHUWL� VHUSLKDQ� GHQJDQ� XMXQJ� OHQJNXQJQ\D� WHUOLKDW�

seperti titik atau bulatan berwarna terang. Akan tetapi dengan 

SHUEHVDUDQ�����[��OHQJNXQJDQ��KRRN��SDGD�XMXQJ�EDUX�ELVD�

WHUOLKDW�MHODV�

 

*DPEDU����%DNWHUL�/HSWRVSLUD�GHQJDQ�SHUEHVDUDQ�
menggunakan mikroskop elektron

Leptospira merupakan bakteri aerob dan membutuhkan rantai 

SDQMDQJ�fatty acid sebagai sumber energi dan karbon. Fatty 

acid�EHEDV�DNDQ�PHQMDGL�UDFXQ�EDJL�Leptospira, oleh karena 
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itu albumin dibutuhkan untuk mengikat fatty acid bebas 

GL�PHGLD�� 6HODLQ� LWX�� YLWDPLQ� %��� YLWDPLQ� %���� GDQ� JDUDP�

DPPRQLXP�MXJD�GLEXWXKNDQ�XQWXN�SHUWXPEXKDQ�EDNWHUL�LQL��

Terkait pengaruh antibiotik, Leptospira resisten terhadap 

��ʉXUR�XUDVLO��6HKLQJJD�DQWLELRWLN�WHUVHEXW�ELDVD�GLWDPEDKNDQ�

pada media basal untuk mengurangi kontaminasi, demikian 

pula pada saat isolasi Leptospira.  

%DNWHUL�LQL�KLGXS�SDGD�S+������GDQ�RSWLPDO�WXPEXK�SDGD�VXKX�

�����p&�� 8QWXN� PHPEHGDNDQ� DQWDUD� Leptospira pathogen 

dengan Leptospira non pathogen, dapat diinkubasi pada suhu 

���p&��Leptospira�SDWKRJHQLN�WLGDN�ELVD�KLGXS�SDGD�VXKX����

p&��Leptospira�DNDQ�EHUHJHQHUDVL�VHWLDS������MDP�SDGD�VXKX�

���p&�GDQ�DNDQ�PHQFDSDL�NHSDGDWDQ�����[�����VHO�PO�VHODPD�

�����KDUL� LQNXEDVL��.HSDGDWDQ�����[�����VHO�PO�PHUXSDNDQ�

NHSDGDWDQ� RSWLPXP� XQWXN�PHODNVDQDNDQ� XML�gold standard 

Microscopic Agglutination Test��0$7��

Bakteri penyebab leptospirosis ini dapat bertahan hidup 

selama beberapa hari bahkan bulan di tanah lembab atau 

basah dengan pH netral atau sedikit basa. Pada air payau atau 

bersalinitas tinggi, kemampuan hidup Leptospira pathogen 

KDQ\D�EHUWDKDQ�EHEHUDSD�MDP��

E. Kultur Media

Beberapa media kultur yang biasa digunakan untuk 

pertumbuhan Leptospira�DGDODK�
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a.  Media yang mengandung serum kelinci.
Termasuk dalam kelompok ini adalah media Korthof, 

media Fletcher, dan media Stuart. Serum kelinci 

mengandung nutrisi termasuk konsentrasi tinggi 

YLWDPLQ� %��� \DQJ� GLEXWXKNDQ� XQWXN� SHUWXPEXKDQ�

Leptospira. Media-media tersebut dapat digunakan 

untuk mengisolasi Leptospira pathogen dari spesimen 

NOLQLV� �SDVLHQ�� GDQ� XQWXN� SHQJHPEDQJELDNNDQ� NXOWXU�

Leptospira. Akan tetapi, media ini tidak diperuntukkan 

ketika mempersiapkan bakteri untuk MAT.

b.  Media yang mengandung rantai panjang fatty acid.
0HGLD� LQL� PHQJJXQDNDQ� UDQWDL� 3DQMDQJ� fatty acid  

untuk sumber nutrisi dan serum albumin untuk bahan 

detoksikan. Media ini umumnya dikenal sebagai 

(OOLQJKDXVHQ�0F&XOORXJK�-RKQVRQ�+DUULV� �(0-+���

Media ini umumnya digunakan untuk isolasi, 

perbanyakan dan persiapan antigen untuk MAT serta 

penumbuhan Leptospira�GDODP�MXPODK�EHVDU�

c.  Media bebas protein.
0HGLD� LQL� PHQJJXQDNDQ� SXOD� UDQWDL� SDQMDQJ� fatty 

acid, akan tetapi bahan detoksikannya menggunakan 

charcoal atau arang aktif. Arang aktif ini digunakan 

untuk menangkap fatty acid bebas di media yang 

sangat toksik atau beracun untuk kelangsungan hidup 

Leptospira. 
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 Media kultur dapat diperkaya dengan menambahkan 

��� VHUXP� )HWDO� ERYLQH� VHUXP� �)%6�� DWDX� VHUXP� NHOLQFL�

untuk dapat menumbuhkan Leptospira yang banyak. Media 

NXOWXU� VHOHNWLI�� \DQJ�PHQJDQGXQJ� DQWLELRWLN� ��IOXUR� XUDVLO�

��������ƅJ�PO�DWDX�NRPELQDVL�GDUL�nalidixic acid����ƅJ�PO��

vancomycin� ��ƅJ�PO� GDQ�polymyxin B sulphate� �� XQLW�PO��

Selain itu untuk mengurangi kontaminasi, dapat digunakan 

kombinasi antara actidione�����ƅJ�PO��bacitracin ���ƅJ�PO��

��)8�����ƅJ�PO��neomycin sulphate���ƅJ�PO��polymyxin B 

sulphate�����ƅJ�PO�GDQ�rifampicin����ƅJ�PO�

� 0HGLD�FDLU�GDSDW�GLEXDW�PHQMDGL�VHPL�VROLG�GHQJDQ�

FDUD� PHQDPEDKNDQ� DJDU� DWDX� DJDURVH� VHEDQ\DN� ����������

Media cair banyak digunakan untuk rutin perbanyakan dan 

SHQJXMLDQ�� VHGDQJNDQ� PHGLD� VHPL�VROLG� GLJXQDNDQ� NHWLND�

isolasi Leptospira dan perbanyakannya. Pada media semi-

solid, subkultur hasil isolasi akan terlihat pada permukaan 

PHGLD�VHWHODK�GLLQNXEDVL�VHODPD������KDUL��6HGDQJNDQ�XQWXN�

PHQ\LPSDQ� NXOWXU� EDNWHUL� GDODP� MDQJND� ZDNWX� ODPD�� GDQ�

memisahkan koloni leptospira pada saat penelitian, media 

VROLG� GDSDW� GLJXQDNDQ�� GHQJDQ�PHQDPEDKNDQ��������DJDU�

ke dalam media. 

F. Klasifikasi Leptospira

Genus Leptospira, Leptonema, dan Turneria adalah dari satu 

Famili yaitu Leptospiraceae. Famili Leptospiraceae dan 
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Spirochaetaceae� �JHQXV��Spirochaeta, Cristispira, Borrelia 

dan Treponema��WHUPDVXN�GDODP�Ordo Spirochaetales. 

Klasifikasi dan nomenklatur Leptospira sangat kompleks. 

Saat ini ada dua pendekatan dan sistem dalam mengklasifikasi 

bakteri ini. Sistem pertama berbasis karakteristik Fenotipik, 

dan kedua berdasarkan homologi genetik yang dimiliki.

a. Klasifikasi berdasarkan Fenotipik.
Genus Leptospira dibagi kedalam dua spesies, yaitu 

Leptospira interrogans� �SDWRJHQLN�� GDQ� Leptospira 

biflexa� �QRQ�SDWRJHQLN��� 3HUWXPEXKDQ� SDGD� VXKX� ���

p&� GDQ� NHEHUDGDDQ� ��azaguanine� PHQMDGL� SHQDQGD�

perbedaan keduanya. L. interrogans tidak dapat tumbuh 

SDGD� NRQGLVL� VXKX� ��� p&� GDQ� DGDQ\D� ��azaguanine, 

sedangkan non-patogenik Leptospira resisten terhadap 

��azaguanine�GDQ�GDSDW�WXPEXK�SDGD�VXKX����p&�

Kedua kelompok tersebut memiliki beberapa serovar 

yang merupakan takson terendah. Serovar yang 

memiliki homolog antigenik yang sama atau berkorelasi, 

dimasukkan ke dalam satu serogroup. Akan tetapi 

serogrup tidak memiliki takson tertentu dan digunakan 

hanya untuk kepentingan di laboratorium.

6DDW� LQL� OHELK� GDUL� ���� VHURYDU� GL� GDODP� ��� VHURJUXS�

berada dalam kelompok L. interrogans. Sedangkan 

L. biflexa� WHUGLUL� GDUL� ��� VHURYDU� GDQ� WHUPDVXN� GDODP�

��� VHURJURXS�� 6LVWHP� NODVLILNDVL� %LQRPLQDO� KDUXV�

selalu diikuti. Akn tetapi serovar dan serogroup 
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dapat ditambahkan, contohnya leptospira interogan 

serovar ictero haimorrhgiae pada serogroup ictero 

haimorrhgiae.

Panel serum kelinci (rabbit anti sera�� GLJXQDNDQ�

untuk mendeterminasi serogroup. Cross Agglutination 

Absorption Test� �&$$7�� DGDODK� SLOLKDQ� XML� XQWXN�

mendeterminasi serovar. Panel monoklonal antibodi 

sangat membantu untuk membedakan berbasis antigen 

DQWDUD�VWUDLQ�UHIHUHQV�GL�ODERUDWRULXP�UXMXNDQ�GDQ�LVRODW�

dari lapangan.

b. Klasifikasi berdasarkan Genetik.
Berdasarkan dari homologi genetik pada percobaan 

'1$�K\EULGL]DWLRQ�� ��� JHQRPLN� VSHVLHV� GLJDPEDUNDQ�

pada genus Leptospira. Genomic spesies adalah group 

serovar Leptospiraceae�\DQJ�PHPLOLNL�'1$�OHELK�GDUL�

DWDX� VDPD� GHQJDQ� ���� KRPRORJL� SDGD� WHPSHUDWXU� ���

p&�GDQ�GLPDQD�'1$�\DQJ�EHUNRUHODVL����DWDX�NXUDQJ�

basa yang tidak berpasangan.

Genus Leptospira dikarakterisasi dengan G+C konten 

VHEDQ\DN� ����� PRO��� *HQXV� Leptonema memiliki 

*�&� NRQWHQ� VHEDQ\DN� ��� VDPSDL� ��� PRO�� GLPDQD�

genus Turneria� PHPLOLNL� ��� VDPSDL� ��� PRO��� 'DWD�

OHQJNDS� VHNXHQVLQJ� WHODK� WHUVHGLD� XQWXN� ��Leptospira 

yaitu serovar Lai dan serovar Copenhegeni. Genus 

Leptospira� PHPLOLNL� �� NURPRVRQ�� NURPRVRP� EHVDU�

�&,�� GDQ� NURPRVRP� NHFLO� �&,,��� 8NXUDQ� NURPRVRP�
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EHVDU� EHUNLVDU� DQWDUD� ���������� ES� VDPSDL� ����������

bp. Sedangkan untuk kromosom kecil berukuran antara 

��������ES�VDPSDL���������ES�

:DODXSXQ� '1$B'1$� K\EULGL]DWLRQ� GL\DNLQL� VHEDJDL�

gold standard teknik untuk identifikasi Leptospira 

VSHVLHV�� WHWDSL� WHNQLN� LQL� MDUDQJ� GLODNXNDQ� NDUHQD�

sangat kompleks. beberapa metode PCR berbasis 

'1$� ILQJHUSULQWLQJ�PHQMDGL� OHELK� GLVXNDL� GDQ� VHULQJ�

dilakukan untuk mengkarakterisasi Leptospira.
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BAB 1I

Prosedur Pengambilan Sampel

PENGAMBILAN 

SAMPEL

SKRINING LEPTOSPIROSIS DI LABORATORIUM DIAWALI 

DENGAN PENGAMBILAN SAMPEL DI LAPANGAN UNTUK 

BAHAN UJI YAITU URIN, DARAH, SERUM DAN GINJAL. 

BERIKUT KAMI JABARKAN CARA PENGAMBILAN SAMPEL 

YANG DILAKUKAN OLEH B2P2VRP SALATIGA.

A. Prosedur Pengambilan Sampel Manusia

Prosedur pengambilan darah vena dengan spuit/ tabung 

vakum 

Alat dan bahan:
Syringe �FF���FF

7DOL�SHPEHQGXQJ��WRUQLNHW�

Holder

Tabung vacutainer ('7$��XML�3&5�

Tabung vacutainer Heparin (kultur Leptospira�

Tabung vacutainer QRQ�('7$��0$7�
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Cara Kerja:

��� 6HEHOXP� GLDPELO� GDUDK�� SDVLHQ� GLEHULNDQ� SHQMHODVDQ�

dan menandatangani informed concent. (Sebelum 

PHQJDPELO�GDUDK�SDVLHQ��SHWXJDV�PHPEHUL�SHQMHODVDQ�

dan pasien menandatangani informed concent��

��� Persiapkan alat-alat yang diperlukan untuk pemilihan 

syringe��SLOLKODK�XNXUDQ�YROXPH�VHVXDL�GHQJDQ�MXPODK�

VDPSHO� \DQJ� DNDQ� GLDPELO�� SLOLK� XNXUDQ� MDUXP� \DQJ�

VHVXDL��GDQ�SDVWLNDQ�MDUXP�WHUSDVDQJ�GHQJDQ�HUDW�

3. /DNXNDQ�SHQGHNDWDQ�SDVLHQ�GHQJDQ�WHQDQJ�GDQ�UDPDK��

usahakan pasien dalam kondisi senyaman mungkin.

4. Identifikasi pasien dengan benar sesuai dengan data 

pada lembar permintaan.

��� 9HULILNDVL� NHDGDDQ� SDVLHQ�� PLVDOQ\D� SXDVD� DWDX�

mengonsumsi obat. Catat bila pasien minum obat 

tertentu, tidak puasa dan sebagainya.

��� Minta pasien meluruskan lengannya, pilih lengan yang 

banyak melakukan aktivitas. Minta pasien mengepalkan 

WDQJDQ��SDVDQJ�WDOL�SHPEHQGXQJ��WXUQLNHW��NLUD�NLUD����

cm di atas lipat siku.

7. Pilih bagian vena median cubital atau cephalic. 

/DNXNDQ� SHUDEDDQ� �SDOSDVL�� XQWXN�PHPDVWLNDQ� SRVLVL�

YHQD��YHQD�WHUDED�VHSHUWL�VHEXDK�SLSD�NHFLO��HODVWLV�GDQ�

memiliki dinding tebal. Jika vena tidak teraba, lakukan 
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pengurutan dari arah pergelangan ke siku, atau kompres 

KDQJDW�VHODPD���PHQLW�GDHUDK�OHQJDQ�

��� Bersihkan kulit pada bagian yang akan diambil dengan 

NDSDV� DONRKRO� ���� GDQ� ELDUNDQ� NHULQJ�� .XOLW� \DQJ�

VXGDK�GLEHUVLKNDQ�MDQJDQ�GLSHJDQJ�ODJL�

9. Jika menggunakan spuit tusuk bagian vena, posisi 

OXEDQJ� MDUXP� PHQJKDGDS� NH� DWDV�� -LND� MDUXP� WHODK�

masuk ke dalam vena, akan terlihat darah masuk ke 

dalam semprit (dinamakan flash��� 8VDKDNDQ� VHNDOL�

tusuk kena.

���� Jika menggunakan holder tusuk bagian vena dengan 

SRVLVL� OXEDQJ� MDUXP� PHQJKDGDS� NH� DWDV�� PDVXNNDQ�

tabung vacutainer ke dalam holder dan dorong sehingga 

MDUXP� EDJLDQ� SRVWHULRU� WHUWDQFDS� SDGD� WDEXQJ�� PDND�

darah akan mengalir masuk ke dalam tabung. Tunggu 

sampai darah berhenti mengalir. Jika memerlukan 

beberapa tabung, setelah tabung pertama terisi, cabut 

dan ganti dengan tabung kedua, begitu seterusnya.

���� Setelah volume darah dianggap cukup, lepas turniket 

dan minta pasien membuka kepalan tangannya.

���� Letakkan kapas di tempat suntikan lalu segera lepaskan/

WDULN� MDUXP�� 7HNDQ� NDSDV� EHEHUDSD� VDDW� ODOX� SOHVWHU�

VHODPD� NLUD�NLUD� ��� PHQLW�� -DQJDQ� PHQDULN� MDUXP�

sebelum turniket dibuka.
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���� Lakukan pendokumentasian dan pencatatan.

/LWHUDWXU�� Direktorat Laboratorium Kesehatan Departemen 
Kesehatan RI, Pedoman Praktek Laboratorium yang Benar (Good 

Laboratory Practice). cetakan ketiga. Jakarta. 2004

Laboratorium Patologi Klinik FK-UGM Tuntunan Praktikum 

Haematologi, Bagian Patologi FK-UGM. Yogyakarta, 1995.

B. Prosedur Pengambilan Sampel Tikus

1. Prosedur Pengambilan darah Tikus dan Koleksi  
 Serum 

Alat dan Bahan:
Syringe ��PO�GDQ���PO

Tabung vacutainer QRQ�('7$���FF

Centrifuge

Cara Kerja:

��� Tikus dianastesi dengan menyuntikkan campuran 

Ketamin dan Xylasin pada kaki belakang/paha tikus 

yang sudah di swab DONRKRO�� �'RVLV� NHWDPLQ����Ǿ� ����

PJ�NJ�%%��'RVLV�[\ODVLQ���PJ�NJ�%%�

��� 7LNXV� GLELDUNDQ� VHODPD� �� Ǿ� ��� PHQLW� DJDU� HIHN� REDW�

EHNHUMD� VHEHOXP� GLODNXNDQ� SHQJDPELODQ� GDUDK� GDQ�

pembedahan

3. Bagian dadatikus dibersihkan menggunakan alkohol 

swab
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4. 'HQJDQ� PHQJJXQDNDQ� V\ULQJH� �� PO�� �PO�� GLVHVXDLNDQ�

EHVDU� WLNXV�� MDUXP� GLWXVXNNDQ� NH� EDZDK� WXODQJ� UXVXN�

VDPSDL� PDVXN� NXUDQJ� OHELK� ��� Ǿ� ���� SDQMDQJ� MDUXP�

GHQJDQ� SRVLVL� MDUXP� PHPEHQWXN� VXGXW� ��z&� WHUKDGDS�

badan tikus yang dipegang tegak lurus.

��� 3DGD� MDUXP� \DQJ� WHSDW�PHQJHQDL� MDQWXQJ� DNDQ� WHUOLKDW�

darah mengalir ke syringe dan secara hati-hati darah 

diisap sampai syiringe terisi penuh.

��� 6HODQMXWQ\D�GDUDK�\DQJ�EHUKDVLO�GLDPELO�GLPDVXNNDQ�NH�

dalam vacutainer�1RQ�('7$�VHFDUD�KDWL�KDWL�PHOHZDWL�

dindingnya untuk menghindari hemolysis.

7. 9DFXWDLQHU� VXGDK� GLEHUL� ODEHO� GLVHQWULIXV� GHQJDQ�

NHFHSDWDQ������QUSP�VHODPD���PHQLW

��� Serum yang yang berhasil terbentuk diambil secara 

perlahan menggunakan micropipe.

9. Serum yang sudah diambil dimasukkan ke dalam 

cryotube ��PO�GDQ�GL�seal menggunakan parafilm.

����6HUXP� \DQJ� GLSHUROHK� GLVLPSDQ� GDODP� NXONDV� �z&�

sebelum dilakukan pemeriksaan laboratorium. 

/LWHUDWXU�� Epstein, J., et al. Protocol Bat and Rodent Sampling 
Methods. Usaid-Predict. 2013
Anesthetic Dept/Monitiring/Rodents.www.ohio.edu/research/
compliance 
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2. Prosedur Pengambilan Ginjal Tikus

Alat dan bahan: 
Gunting tulang Pinset

Syringe ��PO�GDQ���PO

9LDO�NDFD�XOLU

Mikropipet dan tips

Ketamin

$ONRKRO�����$ONRKRO�6ZDE�;\ODVLQ

Cara Kerja:

��� Tikus yang sudah teranestesi dan diambil darahnya 

diletakkan di atas nampan bersih

��� Permukaan ventral diusap dengan swab alkohol untuk 

desinfeksi

3. .XOLW� EDJLDQ� EDZDK� SHUXW� GLMHSLW�PHQJJXQDNDQ� SLQVHW��

digunting hingga menembus kulit dan otot-otot perut

4. Satu sisi gunting dimasukkan ke dalam sayatan dan 

dibuat satu potongan dengan pola lurus dari perut ke 

arah dada

��� Potongan kulit dan otot-otot di atas diafragma ditarik 

untuk mengekspos sepenuhnya rongga perut 

��� *LQMDO� GLDPELO� NHGXDQ\D� GDQ� GLPDVXNNDQ� GDODP� YLDO�

NDFD�XOLU�\DQJ�EHULVL�DONRKRO����
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7. Label kertas berkode dimasukkan dalam vial

��� *LQMDO� \DQJ� WHUNROHNVL� GLVLPSDQ� SDGD� VXKX� UXDQJ�

sebelum dilakukan pemeriksaan laboratorium

/LWHUDWXU��CDC. Methods for Trapping and sampling Small Mammals 
for Virologic Testing. 1995 B2P2VRP, Pedoman Pengumpulan Data 

Reservoir di Lapangan, 2015
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BAB 1II

Prosedur Pemeriksaan
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MICROSCOPIC AGGLUTINATION TEST 

(MAT)

MAT hingga kini masih digunakan sebagai gold standard 

pemeriksaan leptospirosis. Keuntungan utama MAT 

DGDODK�VSHVLȴWDVQ\D�WLQJJL��.HNXUDQJDQQ\D�DGDODK�

membutuhkan fasilitas khusus untuk kultur dan 

pemeliharaan panel Leptospira hidup. Bakteri ini sangat 

mudah terkontaminasi baik antar serovar maupun 

EDNWHUL�ODLQ�\DQJ�GDSDW�PHQ\HEDENDQ�NHWLGDNWHSDWDQ�

dalam pembacaan hasil. Oleh karena itu selain 

keterampilan teknis pekerja laboratorium, pemeliharaan 

kultur Leptospira adalah time consuming, terutama bila 

SDQHO�NXOWXUQ\D�EHUMXPODK�EDQ\DN�

 

.HNXUDQJDQ�ODLQ�\DQJ�VHULQJ�WHUMDGL�GDQ�MHODV�DGDODK�

ketika titer antibodi belum cukup terdeteksi atau bila 

serovar infeksi tersebut tidak ada dalam panel serovar. 

Hal itu diketahui hingga kini ada lebih dari 300 serovar 

GL�GXQLD��\DQJ�WHUEDJL�NH�GDODP����VHURJUXS��-DGL�KDUXV�

GLNHWDKXL�OHELK�GDKXOX�MHQLV�VHURYDU�DSD�VDMD�\DQJ�

EHUVLUNXODVL�GL�ZLOD\DK�WHUVHEXW��XQWXN�PHQHQWXNDQ�

jenis dan jumlah serovar dalam pelaksanaan MAT di 

laboratorium.
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A. Deteksi Antibodi Leptospira dengan MAT
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Deteksi Antibodi Leptospira dengan MAT

Alat dan Bahan:

Plate MAT

Inkubator

Mikroskop medan gelap

Kaca slide

Mikro shaker

Syringe ����FF

Serum

Kultur Leptospira

3%6��[

Langkah kerja:

��� 6HPXD�VXPXUDQ�GLLVL�GHQJDQ����uO�3%6��GDQ����uO�3%6�

untuk kolom kedua.

��� ��uO�VHUXP�GLWDPEDKNDQ�NH�GDODP�VXPXUDQ�GL�NRORP�

NH����SHQJHQFHUDQ�������

3. 6XPXUDQ�NRORP�NH���NH�VXPXUDQ�VHODQMXWQ\D�GLHQFHU-

NDQ�GHQJDQ�PHQJDPELO����uO�GDQ�PHPEXDQJ����uO�GDUL�

sumuran terakhir (serial dilution��

4. ���uO�NXOWXU�OHSWRVSLUD�GLWDPEDKNDQ�NH�GDODP�VHPXD�

sumuran.
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��� Sampel dicampur secara menyeluruh dengan shaker.

��� 6DPSHO�GLLQNXEDVL�VHODPD���Ǿ���MDP�SDGD���z&�

7. Sampel diperiksa pada mikroskop medan gelap untuk 

mengetahui aglutinasinya.

��� Sampel yang berasal dari serum tikus dinyatakan positif 

WHULQIHNVL�/HSWRVSLUD� MLND� WHUMDGL� DJOXWLQDVL� GHQJDQ� FXW�

RII�WLWHU������\DQJ�GLEDQGLQJNDQ�GHQJDQ�NRQWURO�QHJDWLI��

Kontrol negatif merupakan kultur bakteri Leptospira 

GLWDPEDK� 3%6�� .RQWURO� QHJDWLI� WLGDN� PHQXQMXNNDQ�

reaksi aglutinasi atau bebas sama sekali.

/LWHUDWXU��Vijayachari, P., Leptospirosis (laboratory manual) Regional 
Medical Research Centre Indian Council of Medical Research. 2010. 
Port Blair, India.

SOP laboratorium mikrobiologi B2P2VRP. 2013. Salatiga
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B. Pemeriksaan Molekuler

EKSTRAKSI

DNA

Ekstraksi DNA merupakan teknik untuk mendapatkan 

DNA dari sampel. Prinsip dasar ekstraksi DNA/RNA adalah 

PHPHFDK�GDQ�PHQJHNVWUDNVL�VDPSHO�\DQJ�GLXML�KLQJJD�

WHUEHQWXN�HNVWUDN�VHO�\DQJ�WHUGLUL�DWDV�VHO�VHO��MDULQJDQ��

'1$��GDQ�51$��NHPXGLDQ�HNVWUDN�VHO�GLSXULȴNDVL�VHKLQJJD

GLKDVLONDQ�SHOHW�VHO�\DQJ�PHQJDQGXQJ�'1$�51$��(NVWUDNVL�

'1$�PHPLOLNL�EHEHUDSD�WDKDSDQ��\DLWX������ΖVRODVL�VHO������

/LVLV�GLQGLQJ�GDQ�PHPEUDQ�VHO��

����(NVWUDNVL�GDODP�ODUXWDQ������3XULȴNDVL��GDQ�����

Presipitasi.

I. Ekstraksi DNA
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1.1 Sampel Urin

Alat dan Bahan:

Centrifuge

Inkubator

0LNURSLSHW�GDQ�WLSV�.LW�HNVWUDNVL�'1$�9RUWH[

Langkah kerja:

��� Siapkan waterbath GHQJDQ� VXKX� ��oC, sentrifuge� ����

PO�XULQ�GHQJDQ�NHFHSDWDQ�WLQJJL�VHODPD���PHQLW��EXDQJ�

supernatan, ambil pellet.

��� &XFL� GHQJDQ� ���� uO� 3%6�� sentrifuge kecepatan tinggi 

VHODPD���PHQLW��EXDQJ�VXSHUQDWDQ��DPELO�SHOOHW�

3. &XFL�NHPEDOL�GHQJDQ�����uO�3%6��sentrifuge kecepatan 

WLQJJL�VHODPD���PHQLW��EXDQJ�VXSHUQDWDQ��DPELO�SHOOHW�

4. 5HVXVSHQ�GLODNXNDQ�GHQJDQ�����uO�3%6�

��� 7DPEDKNDQ�����uO�Digestion Buffer�GDQ����uO�Proteinase 

.��YRUWH[��/DNXNDQ�LQNXEDVL�VHODPD����PHQLW�KLQJJD���

MDP�

��� 7DPEDKNDQ� ��� uO� 51$VH� $�� YRUWH[�� LQNXEDVL� GDODP�

VXKX�UXDQJ�VHODPD���PHQLW�

7. 7DPEDKNDQ�����uO�/\VLV��%LQGLQJ�%XIIHU��YRUWH[�

��� 7DPEDKNDQ�����uO���������HWDQRO��YRUWH[���GHWLN�

9. $PELO� ���� uO� O\VDWH� GDQ� PDVXNNDQ� NH� GDODP� Spin 

Column.
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10. Sentrifuge�GHQJDQ�NHFHSDWDQ��������[�J�VHODPD���PHQLW��

buang collection tube dan pindahkan spin column ke 

dalam collection tube baru.

���� 7DPEDKNDQ� ���� uO�Wash Buffer� ��� sentrifuge dengan 

NHFHSDWDQ�������[�J�VHODPD���PHQLW��EXDQJ�collection 

tube dan pindahkan spin column ke dalam collection 

tube baru.

���� 7DPEDKNDQ� ���� uO�Wash Buffer� ��� sentrifuge dengan 

kecepatan tinggi selama 3 menit, pindahkan spin 

column ke dalam tube microsentrifuge�����PO

���� 7DPEDKNDQ����Ǿ�����uO�Elution Buffer, inkubasi dalam 

VXKX�UXDQJ�VHODPD���PHQLW��sentrifuge kecepatan tinggi 

VHODPD���PHQLW

/LWHUDWXU��User guide PureLink® Genomic DNA Kits for Purification 
of Genomic DNA by Invitrogen kits

1.2 Sampel Darah / Serum

Alat dan Bahan:

Centrifuge

Inkubator

Mikropipet dan tips

Etanol absolut

.LW�HNVWUDNVL�'1$��XQWXN�GDUDK�GDQ�MDULQJDQ�
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Langkah kerja:

��� Siapkan waterbath GHQJDQ�VXKX���oC.

��� 0DVXNNDQ����uO�SURWHLQDVH�.�NH�GDODP�microsentrifuge 

tube ����PO�

3. 7DPEDKNDQ� ���� uO� sampel (whole blood, plasma, 

serum, atau body fluids�� NH� GDODP� WXEH� WHUVHEXW�� -LND�

VDPSHO�NXUDQJ�GDUL�����uO��WDPEDKNDQ�YROXPH�KLQJJD�

����uO�PHQJJXQDNDQ�3%6�

4. 7DPEDKNDQ� ���� uO� Buffer Lysis SDGD� VDPSHO�� YRUWH[�

VHODPD�q����GHWLN�DWDX�KLQJJD�KRPRJHQ�

��� ,QNXEDVL�GLODNXNDQ�SDGD�VXKX���z&�VHODPD����PHQLW�

6. Vortex dan spindown secukupnya.

7. 7DPEDNDQ�����uO�HWDQRO�DEVROXW��NHPXGLDQ�YRUWH[�DWDX�

pipetting up & down dan spindown.

/LWHUDWXU��Manual Insert Kit by QIAGEN Kits

��� Pindahkan sampel ke dalam mini spin column, 

sentrifuge ����� USP� VHODPD� �� PHQLW�� EXDQJ� ILOWUDW��

pindahkan column ke tube yang baru.

9. 7DPEDKNDQ�����uO�Wash Buffer ���ODOX�VHQWULIXJH������

USP���PHQLW��EXDQJ� ILOWUDW��SLQGDKNDQ�solumn ke tube 

yang baru.

���� 7DPEDKNDQ�����uO�Wash Buffer ���VHQWULIXJH��������USP�

��PHQLW��3LQGDKNDQ�spin column NH�WXEH�����uO�
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���� 7DPEDKNDQ�����uO�Elusion Buffer, inkubasi suhu ruang 

��PHQLW��ODOX�sentrifuge������USP���PHQLW�

���� $OLTXRW�GDQ�VLPSDQ�GDODP�VXKX����p&

/LWHUDWXU��Manual Insert Kit by QIAGEN Kits

1.3 Ginjal Tikus

Alat dan Bahan:

Centrifuge Inkubator

.LW�HNVWUDNVL�'1$

Langkah kerja:

��� 6LDSNDQ�YLDO�WXEH�����PO�GDQ�EHUL�NRGH�VDPSHO�GL�EDJLDQ�

tutupnya.

��� 6SHVLPHQ� JLQMDO� GDODP� DONRKRO� ���� GLFXFL� GHQJDQ�

akuades steril dalam cawan petri selama beberapa saat.

3. 6SHVLPHQ�JLQMDO�GLSRWRQJ�PHOLQWDQJ�VDPSDL�PHQHPEXV�

bagian korteks menggunakan pinset dan skalpel.

4. $PELO� EDJLDQ� NRUWHNV� NLUD�NLUD� �� PJ� NHPXGLDQ�

PDVXNNDQ�GDODP�YLDO�WXEH�����PO�

��� Tambahkan larutan digestion buffer ���� uO� GDQ�

Proteinase K ���uO�
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��� *HUXV�JLQMDO�GDODP�ODUXWDQ�PHQJJXQDNDQ�pellet pastle 

dan pellet pastle motor sampai hancur homogen.

7. ,QNXEDVL� JHUXVDQ� JLQMDO� GDODP� waterbath/inkubator 

SDGD� VXKX� ��p&� VDPELO� EHEHUDSD� NDOL� GL� YRUWH[��

Diamkan semalaman.

/LWHUDWXU��User guide PureLink® Genomic DNA Kits for Purification 
of Genomic DNA by Invitrogen kits

��� 7DPEDKNDQ� ��� uO� 51$VH� $�� YRUWH[�� LQNXEDVL� GDODP�

VXKX�UXDQJ�VHODPD���PHQLW�

9. 7DPEDKNDQ�����uO�Lysis/ Binding Buffer��YRUWH[�

����7DPEDKNDQ�����uO����Ǿ������HWDQRO��YRUWH[���GHWLN�

����$PELO� ���� uO� lysate dan masukkan ke dalam Spin 

Column.

12. Sentrifuge�GHQJDQ�NHFHSDWDQ��������[�J�VHODPD���PHQLW��

buang collection tube dan pindahkan spin column ke 

dalam collection tube baru.

����7DPEDKNDQ� ���� uO� Wash Buffer ��� sentrifuge dengan 

NHFHSDWDQ�������[�J� VHODPD���PHQLW�� EXDQJ�collection 

tube dan pindahkan spin column ke dalam collection 

tube baru.

����7DPEDKNDQ� ���� uO� Wash Buffer ��� sentrifuge dengan 

kecepatan tinggi selama 3 menit, pindahkan spin column 

ke dalam tube microcentrifuge ����PO



38

����7DPEDKNDQ����Ǿ�����uO�Elution Buffer, inkubasi dalam suhu 

UXDQJ�VHODPD���PHQLW��sentrifuge kecepatan tinggi selama 

��PHQLW

/LWHUDWXU��User guide PureLink® Genomic DNA Kits for Purification 
of Genomic DNA by Invitrogen kits

2. Amplifikasi DNA

AMPLIFIKASI

DNA

Polimerase Chain Reaction��3&5��DGDODK�WHNQLN�\DQJ�

PHQJJXQDNDQ�NHPDPSXDQ�HQ]LP�'1$�SRO\PHUDVH�VHEDJDL�

GDVDU�PHQVLQWHVLV�XQWDL�'1$�EDUX�\DQJ�PHUXSDNDQ�

NRPSOHPHQ�GDUL�WHPSODWH�'1$�\DQJ�GLEHULNDQ��3DGD�DNKLU�

UHDNVL�3&5�GLKDVLONDQ�MXWDDQ�NRSL�'1$��DPSOLNRQ���6HODLQ�

template DNA dan enzim DNA polimerase, reaksi PCR 

membutuhkan primer, dNTP, MgCl2��GDQ�EX΍HU�nuclease-

free water�GDODP�SURVHV�UHDNVLQ\D�
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2. 1 PCR Konvensional

PCR Konvensional

Alat dan Bahan:

PCR thermal cycler 0LNURSLSHW�GDQ�WLSV�9RUWH[

Mini centrifuge (spin down�

PCR mastermix

3ULPHU�/LS/���

Forward 5’ – ATC TCC GTT GCA CTC TTT GC –3’

Reverse 5’ – ACC ATC ATC ATC ATC GTC CA – 3’

Primer secY

Forward 5’ – ATG CCG ATC ATT TTT GCT TC – 3’ 

Reverse 5’ – CCG TCC CTT AAT TTT AGA CTT CTT 

C– 3’

'1$�template

Keterangan.
1.  Preparasi Sampel
��� $PSOL¿NDVL�'1$
3. Elektroforesis
4. Visualisasi Hasil Elektroforesis
5. Analisis Data
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Langkah kerja:

��� Siapkan tabung PCR, beri kode sesuai dengan kode 

LVRODVL�'1$�\DQJ�DNDQ�GL�3&5�

��� Lakukan thawing primer, reagen master mix dan 

ddH�O, Siapkan mix sesuai dengan protokol (Tabel 

����

7DEHO���0L[�3&5�NRQYHQVLRQDO

Reagen Jumlah (µl)

0DVWHU�0L[ ����

Primer forward �
Primer reverse �
GG+�2 ���
Total reaksi 20

3. %DJL�PL[�3&5�NH�GDODP�tube PCR dengan volume 

PDVLQJ�PDVLQJ���uO�

4. Tambahkan sampel (DNA template��PDVLQJ�PDVLQJ���uO�

��� 7DPEDKNDQ�NRQWURO�QHJDWLI��GG+�2��GL�WXEH�NRQWURO�

QHJDWLI��GDQ�NRQWURO�SRVLWLI��'1$�NXOWXU�/HSWRVSLUD��

di tube kontrol positif.

��� Lakukan spin down sampai tidak ada sampel/reagen 

yang tertinggal menempel di dinding tabung.
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7. Siapkan mesin thermocycler untuk proses PCR.

��� Lakukan setting mesin untuk proses denaturasi, 

annealing��GDQ�HNVWHQVL�GHQJDQ�SURWRNRO��7DEHO���

7DEHO���7DKDSDQ�3&5�.RQYHQVLRQDO

Tahapan Suhu (oC) Waktu

Predenaturasi �� ��PHQLW

Denaturasi 94 ���GHWLN

35xAnnealing �� ���GHWLN

Ekstensi �� ��PHQLW

Ekstra Ekstensi �� 7 menit

Endless 4 ~

9. Masukkan tube yang berisi sampel ke dalam mesin. 

/DNXNDQ�SURVHV�3&5��7XQJJX�PHVLQ�VHOHVDL�EHNHUMD�

���� 6DPSHO� KDVLO� 3&5� GLDPELO� �� uO� XQWXN� NHPXGLDQ�

divisualisasi dengan proses elektroforesis gel agarose 

����������9ROW�VHODPD����PHQLW�

/LWHUDWXU��Ahmed, A; Engelberts, MFM; Boer,K.R; Ahmed, N;and 
Hartskeerl, R.A. Development and Validation of a Real-Time PCR for  
Detection of Pathogenic Leptospira Species in Clinical Materials. 2009. 
3/R6�2QH��������H�����GHQJDQ�PRGLʈNDVL�
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Elektroforesis Gel Agarose

Alat dan Bahan:

Power Supply

%RWRO�NDFD�WHEDO��GXUDQ�

Microwave

1HUDFD�DQDOLWLN

Gell caster + comb

Agarosa

%XIIHU�7%(�7$(��;

Sybr Safe

Langkah kerja:

��� Pilih gel caster�GHQJDQ�MXPODK�OXEDQJ�\DQJ�GLVHVXDLNDQ�

GHQJDQ� MXPODK� VDPSHO� \DQJ� DNDQ� GLHOHNWURIRUHVLV��

Pastikan posisi gel caster rata air (dengan menggunakan 

ZDWHUSDVV�

��� %XDW�JHO�DJDURVH�������Ǿ�����VHVXDL�GHQJDQ�EHVDU�ES�

SURGXN�'1$��

3. 0LVDOQ\D� XQWXN� PHPEXDW� JHO� DJDURVH� ����� GHQJDQ�

YROXPH����PO��XQWXN�JHO�FDVWHU�NHFLO���7LPEDQJ�DJDURVH�

VHEDQ\DN�����J��PDVXNNDQ�GDODP�ERWRO�GXUDQ�

4. Tambahkan buffer 7%(�7$(��;�VHEDQ\DN����PO�

��� Panaskan dengan microwave sampai mendidih dan 

larutan bening.
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��� 7DPEDKNDQ���uO�(W%U�DWDX���uO�6\%U�6DYH��$GXN�GHQJDQ�

cara digoyang-goyang sampai larutan tercampur rata.

7. Tuangkan perlahan pada gel caster yang telah dipasangi 

sisir (comb���7HSLNDQ�KLODQJNDQ�JHOHPEXQJ�\DQJ�DGD�

��� Tunggu sampai gel padat.

9. Setelah keras, posisikan gel pada gel caster lalu rendam 

dengan buffer7%(�7$(��[�VDPSDL�JHO�WHUQGDP�VHPXD�

10. Loading sampel ke dalam gel agarose.

Loading sampel dan dokumentasi

Alat dan Bahan:

Power supply

Micropippet

*HO�'RFXPHQWDWLRQ�3URGXN�3&5��DPSOLNRQ��0DUNHU��DNA 

ladder�

Langkah kerja:

��� 3URGXN�3&5��DPSOLNRQ��GLPDVXNNDQ�NH�GDODP�VXPXUDQ�

\DQJ�WHODK�GLFHWDN�SDGD�JHO�DJDURVH�GHQJDQ�YROXPH���uO�

�PL[�PHQJDQGXQJ�loading dye��

��� Jika mastermix yang digunakan belum mengandung 

loading dye�� PDND� WHUOHELK� GDKXOX� FDPSXU� �� uO� load-

ing dye ���uO�DPSOLNRQ�GL�DWDV�SDUDILOP�PHQJJXQDNDQ�
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mikropipet, up and down, kemudian masukkan campu-

ran ke lubang sumuran.

3. 0DVXNNDQ�SXOD�PDUNHU� �'1$� ladder�� VHEDJDL�SHQDQGD�

XNXUDQ�'1$��VHEDLNQ\D�GLOHWDNNDQ�GL�NRORP�SHUWDPD�

4. Jika sudah dimasukkan semua, atur powersupply pada 

WHJDQJDQ����Ǿ�����9�VHODPD����Ǿ����PHQLW��0DNLQ�WLQJJL�

voltase, semakin pendek waktu yang diperlukan.

��� 9LVXDOLVDVL� KDVLO� HOHNWURIRUHVLV� GHQJDQ� DODW� JHO� GRNX-

PHQWDVL��*HO�'RF��

2.2 Real Time PCR (qPCR)
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Alat dan Bahan:

Real-Time PCR System

Mikropipet dan tips

9RUWH[

Mini centrifuge (spin down�

Eva Green mix

3ULPHU�6HF<�,9)�GDQ�6HF<�,9

6HF<�,9)��ȃ�Ǿ�*&*�$77�&$*�777�$$7�&&7�*&�Ǿ��ȃ

6HF<�,9��ȃ�Ǿ*$*�77$�*$*�&7&�$$$�7&7�$�$*�Ǿ��ȃ

Langkah kerja:

1. Siapkan tabung qPCR, beri kode sesuai dengan kode 

LVRODVL�'1$�

2. Lakukan thawing SULPHU��UHDJHQ�PDVWHU�PL[�GDQ�GG+�O

��� 6LDSNDQ�PL[�UHDJHQ�VHVXDL�GHQJDQ�MXPODK�VDPSHO�\DQJ�

DNDQ�GLSHULNVD�VHVXDL�GHQJDQ�SURWRNRO��7DEHO����

7DEHO���0L[�5HDJHQ�T3&5

Reagen Jumlah (µl)

EvaGreen �
Primer forward �
Primer reverse �
GG+�2 �
Total reaksi 9
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7. Bagi master mix ke dalam tabung qPCR dengan volume 

PDVLQJ�PDVLQJ���uO�XQWXN�WLDS�VDPSHO�

��� Tambahkan sampel (DNA template��PDVLQJ�PDVLQJ� ��

uO�

9. Tambahkan kontrol negatif di tube kontrol negatif 

�NXOWXU�/HSWRUSLUD�QRQ�SDWRJHQLN���GG+�2�VHEDJDL�17&�

dan kontrol positif (kultur Leptospira SDWRJHQLN�� GL�

tube kontrol positif.

���� Lakukan spindown sampai tidak ada sampel/reagen 

yang tertinggal menempel di dinding tabung.

���� Siapkan mesin thermocycle untuk proses qPCR.

���� Lakukan setting mesin untuk proses denaturasi, 

annealing, dan ekstensi, serta mengatur melting 

temperature (suhu dan waktu sesuai dengan optimasi 

PDVLQJ�PDVLQJ�SULPHU��VHVXDL�GHQJDQ�7DEHO���

Tabel 4 Tahapan qPCR

Tahapan Suhu (oC) Waktu Siklus

Predenaturasi �� ��PHQLW

Denaturasi �� ���GHWLN
��[

Annealing �� ���GHWLN

Meltcurve ����� ��GHWLN



47

���� Masukkan sampel ke dalam mesin. Lakukan proses 

T3&5��7XQJJX�PHVLQ�VHOHVDL�EHNHUMD�

���� Keluarkan sampel kemudian analisis, baik kualitatif  

PDXSXQ�NXDQWLWDWLI�NRSL�'1$�

/LWHUDWXU��Ahmed, A ; Engelberts, M.F.M.; Boer, K.R; Ahmed, N.; 
Hartskeerl, R.A. Development and Validation of a Real-Time PCR 
for Detection of Phatogenic Leptospira Species in Clinical Material. 
2009. PLoS ONE 4 (9)

2. Sequencing DNA

Tahapan sequence DNA 
��� 3XUL¿NDVL�SURGXN�3&5
��� .XDQWL¿NDVL�SXUL¿NDVL�SURGXN�3&5
3. Cycle sequencing

��� 3XUL¿NDVL�SURGXN�VHTXHQFLQJ
5. Capillary elektroforesis
6. Analisis data
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SEQUENCING

DNA

Sekuensing adalah suatu metode untuk menentukan 

XUXWDQ�EDVD��VHNXHQV��'1$��51$��DWDX�DVDP�DPLQR�GDODP�

protein. Sekuensing DNA dapat dimanfaatkan, baik untuk 

menentukan identitas maupun fungsi gen atau fragmen 

'1$�ODLQQ\D�GHQJDQ�FDUD�PHPEDQGLQJNDQ�VHNXHQV�

WHUVHEXW�GHQJDQ�VHNXHQV�'1$�ODLQ�\DQJ�VXGDK�GLNHWDKXL��

Selain itu, teknik ini dapat membantu menentukan, baik  

HIHN�GDUL�HNVSUHVL�JHQ��SHPHWDDQ�ORNXV�SHQ\DNLW��PDXSXQ�

PHQXQMXNNDQ�SHQ\LPSDQJDQ�NURPRVRP�

Purifikasi produk PCR

7XMXDQ� SXULILNDVL� XQWXN� PHQJKLODQJNDQ� VLVD�VLVD� SULPHU�

forward maupun reverse. Langkah-langkahnya purifikasi 

'1$�DGDODK�VHEDJDL�EHULNXW�

1. Template '1$�GLPDVXNNDQ�GDODP�YLDO�3&5

��� Botol vial dengan template� '1$� WHUVHEXW� NHPXGLDQ�

GLWDPEDKNDQ���uO�DONDOL�IRVIDWDVH

3. Botol vial dengan template� '1$� GDQ� DONDOL� IRVIDWH�

NHPXGLDQ�GLWDPEDKNDQ���uO�HNVRQXNOHXV

4. %RWRO�YLDO�VHODQMXWQ\D�GL�spiningdown
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��� Botol vial diinkubasi dalam thermal cycler pada suhu 

��p&�VHODPD����PHQLW�GDQ���p&�VHODPD����PHQLWVHODPD�

���PHQLW�GDQ���p&�VHODPD����PHQLW�

Menghitung kuantitas produk PCR terpurifikasi

Kuantitas produk PCR diukur menggunakan alat nano drop. 

Konsentrasi produk PCR didilusi menggunakan nuclease-

free water sampai dengan konsentrasi yang diinginkan. 

3URGXN�3&5�VHEHVDU�����Ǿ�����ES�PHPHUOXNDQ�NRQVHQWUDVL�

��Ǿ����uJ��uO�

Cycle sequencing

Cara menyiapkan komponen reaksi yang digunakan adalah 

VHEDJDL�EHULNXW�

9RUWH[� FDPSXUDQ� reagent� GDQ�'1$� GHQJDQ� YRUWH[� VHODPD�

��GHWLN�� ODOX� VSLQ� VHODPD���GHWLN��5HDNVL�cycle sequencing 

GLMDODQNDQ� GHQJDQ� DODW� termocycler GHQJDQ� VXKX� ��p&�

VHODPD� �� PHQLW�� ��� VLNOXV� ��p&� VHODPD� ��� GHWLN�� ��p&�

VHODPD���GHWLN��GDQ���p&�VHODPD���PHQLW�NHPXGLDQ�holding 

SDGD��p&�
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Purifikasi produk cycle sequencing

Produk cycle sekuensing GLWDPEDK� GHQJDQ� �� uO� ���� PP�

('7$� GDQ� ��� uO� HWDQRO� DEVROXW��7XWXS� GHQJDQ� DOXPLQLXP�

IRLO��KRPRJHQNDQ��GDQ�LQNXEDVL�VHODPD����PHQLW�SDGD�VXKX�

ruang. Setelah itu lakukan sentrifuse dengan kecepatan 

����;*�VHODPD����PHQLW�SDGD�VXKX��p&��%XDQJ�VXSHUQDWDQ�

pelan-pelan, buka tutup vial supaya kering. Tambahkan 

HWDQRO��������uO�ODOX�vortex��6HQWULIXVH�����[*�VHODPD����

PHQLW�SDGD� VXKX��p&��%XDQJ� VXSHUQDWDQ�� WDPEDKNDQ�+,',�

)RUPDPLGH� ��� uO�� ,QNXEDVL� GDODP� thermal cycler ��p&�

VHODPD���PHQLW��3LQGDKNDQ�GDODP�plate sekuensing.

Capillary electrophoresis

Plate sekuensing dimasukkan dalam instrumen sekuenser.

Analisis Data Sekuensing

Hasil sekuensing berupa elektrofenogram dianalisis dengan 

PHQJJXQDNDQ�VRIWZDUH�%LR(GLW��6HNXHQ�GLVHMDMDUNDQ�GHQJDQ�

sekuen Leptospira referensi dari GeneBank.
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