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Ll.'P'll.l:l-[I.IMlﬁ rﬂl'H-I'FIh:i'n infehsl aoonosis ameem di
dunia yang disehabkan glah Leprospira ap. bakien Gram-

tegall golongas  Spimchaena,  Leprospirg JII:I:F@EHHH
|

mentjasll dun  kelompok vt pnlongan  pai
noo-palogen, Tikus sdalab reservoir utama .mQum
o

dipelihura secara ulemi dalam rubulus i pn i ketbnarkan

melolul urin, Leptospirposis berat (i sl
Well) dengan gambaran Wlinis REuan fungsi
ginjal, dan manifesta) likasi ol Adull
Wedl paila tabun 15086,

Wabah lep dilagorkan i seluruh
duinla antara lain omesin, Malaysia, 50 Lanha,

Thallael, Em . Amenka Lhara dan Selaan,

hejadian ilikani leprospirons sehagai peoyakif
% | kembali (re-rmerging diseas)

pstas| klints leptospinosis minip  penyak;

. seperil demam dengne, malaria dan penyaki

demam  akur  (oeute  febeile  iless)  lain sehingas

menyrbabkan mrsdwgmosis. Gejala leplospiroso bervars,

mulai undrom Ty sampan penyakil Well yang senmg
menyebabhan kemaran,

Miasa ihubash blasanya 7 - 14 han berhisar amisra
221 hary. Cirl khas legrospirosis sdalah pesvakic biplhasic.
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Fasis sisdeimifb mernakan Lise peiinm AR iy bl
ileksd skstennb ahut vaiin dinemubay g Lemusping o
darul (leprospirensa) din bl serrhmon )
bbatatityat teejadi selama 4 = 7 han diikun ajeh [
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Tase iy gy
dutgan demam Jdan ditemukannya Leptospiea datym il

| lepospiruriu).
Ikterus adalah tanda Minik peng
veral. Thterius blasanya terjfadl mulag |

ponode anmiomaitk. Fase kedua atiu

] htn“j
kesembilan infeksi Selain i, Pary  dapg
muncul pada minggu kedua im uk paling Pira

darl leptospimsts el Baprire juga dapa
menimbulhan gejala imenlngis
dan (otofobia, etapl

dengan antibiotik p ayeyetine diberikan 200 my e
hari per oral, d 7= 00 han untuk dewasa, sedangkan
tiberikan ontuk leprospirosts berat
lain addalab ampisilin atan ameksisilin 4
mg /! dosis, selama 7 - 10 hard.

lgnosis  leptospimosls secars klinls sulin dan
agnosls laboratorum  membotuhlan  perafatan khsus
hin kemampuan tenaga yang wilatih, Ujj laboratorism.
termasuk isoloak hakeeri, pemeriksaan molekuler DNA day
serologe Micro Agglutination Test (MAT), masih terbatas
pada laborstneium ¥ang mampi mengembanghlakian atiik
mengiliue sejumlih panel serovar leptosplira. Pemeriksian
molekuler DNA dengan mstode PCR pada sampel darah

e, ENMGRMITGTT |b D Ty,
| — LEPYQirinDTy



bt Wb dap@t wendenehs)  Leprospara,  Labwweatnram
Haktenologll  BIPIVRP juga  neeogembanggken  metode
rmpnmnnussiayy dan Diologh molekuler diiuk koolirmes) o
dbagnosis leprosperosin. Paida bak siku o disa] ikan beberipa
metode antuk mendetrksl Leptoggica di labotslorium dan
diharapkan dapat menjadi scuan bagl Libosatoriam lain,

A Infekst Lepiospirosis \
D Induosesia, lepospliosia merdpikan | b the

np of icebery yang kemyalsannya | mieet i kat

tetapl terfaldl misdiogrosty, wnd dail  knder-

reported di pelavanan kesehi
Haik manmsia
mfeks Lepospirg de

erid ) Ll mErespeons
antibodl spesifik

ipiti=Leprospira. 1 dapar terjadi palmg cepat 5 -
7 han setelah tefapi kadang-Ladang setelab
10 har] @ ehih lama lagi. Antthodt 1gM mmmeual

i I, umsmnya bgG inl mosih dapar
bahkin Berrahun-mhun wefapi dengan

1. Laboratariim Leptasgpirosis

Easilitan  wamg  dibutubkan  olel:  laboraiorium
dlagnostih wntuk leptosplioss pads dasamys sama dengan
mikmblologh diagnostik, yalt dafam ha! peralaan, sl
tekatls dam  pelatihan, prakiik labsmratesivm  yang dman
deigan wengedepankan biosafery dan binsECuriTy.
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Fumgsl  lahatalorim eorkathl  dengan  pemio.
leptupiroaly adalal whagnl berikat

1 Mengonfumasi haagrinisly
Diagmouis leptnspinsis sullt ditegakban karens seq,

Winis minp dengan peoyaldt nfehal endemis g,
Indumeika, matara laln pefeksi virus dengioe, demas,

iifmd atan hegatiils alout. Pemerikaian ' i
dapat mengoafirmast kisus |eprowpliin
etlalug

r gan ephlemivlogls din keseba
Pada bejadlan penyakit penl keta
imfrsd,  erialog LT
) ounbvik  meliha
tersehiil meenjadi

nudmlmhnmmihdnmdihhh
kil witklbidl Enduk keterpaparmnnya vadlu
tws dieteksi cepat [ropid disgnostic tes ROT)

%ﬂ' Ensymme-(iked [mmynoaarbeny Assay (ELISA)
linth @laguoain bboraociem i depat dilakokan dengan
mengisalan den mengembanghiaklan bakers dan darad,
urip atan jarmgan. lmasafluoresen dapar digunsksn aanik
mendeiekd Irptnspira pada juringan, Pesarnsan amem
ving digunakan cniuk derels| Lepiosprra adalah prwarrasi
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Rewethin bt biasa dikienid dengan marma PUR. Metode PR
terbagth b Aoy, yaln metiode PCR kanvenstanal (#nd-

poirr FCRY dast oval-time PCR (qPCR) Sampel Minis yang
tekampulhin uestuk pemesbkoaan sangar mesentskan metode
pemveriksaan, Keadoan w verganteng pada fase infeksi.
Leptospira biasanya beredar of dalam dasah pasien veloma

sekitar 10 hart setelab onser paovakin, Bakierd juga muncul
dan dijumpai pada cairan wbubi lainnya, sepern
calran seiehrospinal beberaps hori setelah

Ther antibodi yvanyg dapat diideieksl | i clarah
sekltar 5 < 10 hari setelah onset %IFI kaulang
litla Tebih dork wakiu terset IHI@ diberikan,
Skrining |epiosp) i laboratoriom  diawall
dengan pengambilan % hahan ujl. Sampel yang
sering diboumplkf ndala fal berthu:

1. Darah
[

EIVTA untuk kultar dan MR
EDOTA dapai digunakan uniuk kulr
1 penama. Kulier darah lebih dar 10 hari
atsed penyakil biasanva sl mendipatkannya
rena bakien Lepeoapriro sebagan besar telah hilang dari
darh. Sampel uniuk kiltur hares disimpan pada b
ruang, karens subo rendah ae dingin akan metugikan
leptospira palojges Darah segar dengan EDTA [ni juga
dapat digunakan pmtuk pemetiksian andigen dengan

metode PCR Peoyimpanan dan transporiasi  hoses
rerfaga pada kondish ancars suba -20°C sampal 4°C

l:;—ln-ﬁﬂmn:..nrm:n-n-:
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3, Sermm itk sernbogh
Dewrbini annebordi mesnjill Barapas pemieriksagn ypp,
Setaikmpa verum dibumgnikan dus kaly dengan gy,
wakin heherapa bari (lasanys | sampal 3 Mimgg
berifasarkan tanggal dimulainys  peovakis (1 |
Peaguiien serum ulang (ol diperfubam emsk mengl,

henaiban ther sstara dija ssmjed (seo ik
mengnfirmant dlagessis lepspiro gl
negeill pailn fase awal peoy K | Ditfyiea
paajen serspbuat ik ‘%ﬂﬂl KEWallign
titer semknmersi £ atakan i
mengalami infekst

cepl dulam urihe, Pragpssian

hltden kepmuspira dalim tine yang horsifar asam dapar

% dengan membuatya neiral. Sangs] urine
wmrui pemerihisan PCI segers dilioles) DN Anye dan
desimpan dalafm 2000

4 Sampel gimpal wiank bultar day PCR
Liprawpita Buhp subur dan verpelihars di datem gings
bewat maervils Tlan mevapaban hewsn prmbess
i reservdir st brptvigy et L paya mangeestes



b bt sk Loppaapivd ilan fraky sieconcar. Diepsibikis

o Bhevghoumnngan capan ebibikuiban denpan sursrdbias ks
can mendeteks) hakter) Leprospir pada o

Leprospira %tllk vang fiksibel dan bergerak

beratast aiin berpuiar pada sumby
iro juga bergerak fleksi dan ekstensl.

cks adlalah gerakan meluruskan, Rotasi atsg berpatemys
bergantian aitars dug ujungnya. Ujung Leptospire berbenmuk
l#nghung atiy sepertl mita pancing,

Bakteri ini tidak isa dilihat dengan mikroskop cahaya biasa,
tetapi harus dengan mikroskop medan gelap atau Dark Fleld
Microsape (DFM). Demikian pula dengan pewatnaan,
Leprospiro tidak hisa diwamal dengan pewarmain Cihemsa,

i VLT |l T,
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sepetth halnya  Baktenl Goram negeatll  lain, 1etan I

mengeunakan pewamasn siver atau peral

Likuran bakteri sangal Kecil, panjang berkisar antars &
pim dan ketebalan hanya sekitar 0.1 pim. Dengan  perbos, an
ang rendah (200x) di bawah DFM, Leprospirg et L
nva sepirtl serplhan dengan ujung lenghungnva et lihai
s et Ltk atan bulatan berwarne terang "'I‘"“"""-JI”EF'HL:._

perbesaran 1000x, lengkungan thook) padd jungibary Hjss

terlihar jelas,

L=l T [T

Bakteri Leprospira dengan pepbesaran
menggunakan mikroskon slebiron

{_i |"!I”'-l|"' L ITTECE AT BEETeT 801 00 dan mermituineh kan ranteEl
panfany forly ocid seiaga sumber enerel dan Karbon, Fatn



o altntion b ubkan antuk g iha fertdy achid Beilainy
Wb btilbie, Seelabn i, w i L, witamiie B2 dan gt am
ATACIRRIE JUEa o b by baes sk et umbihian bakeen inl
Terkabl pengueub aniibinoiik, Lepiamplra resisten tirhadap
-fiuro wrasil. Sebibagpa sntibioaik fersehnt biasa diambabkan
podd media hasal untuk menmrmgl bantaminasi, demikaan

peila padis saat isulasi Liptospim

Bakterl ini hidup pada pH 740, dan oprimal b N
JB-207C. Untuk membedakan antura Lepioap) Il"“
dengan Leptoaping non pathogen, dip.l:

13 L Leptoapira pathogenth ddak l-ullu 13
" Leptospira akan be jan) paila wirha
30 T dan akin mencapad 108 sebiml sebama
7«10 hari inkubasi Ke x 10A sel'mi mergpakan
kepaatan opiimum ufi guld standorsd
Microscopic IMAT).

Bakueri pe ospirosis iny dapat bertaban  hidup
ri bahkan bulan di tanah lembab st

netral atan sedikat basa. Pada air payan ato
tinggl. kemmampuean hidup Lepdospire pathogen
hin ptalid Beherapa jein,

E. Kultur Media

Betietapa medls dubtur veng blasa digusakan  upik
pertumbihan Leptospira adakah:

o, I..lh..l'-I-J:' LR AR



ot ppandug seran krline ),
kelumpak inl adalah medla Kay |,

s Fluicher, media SHaI SenEm i,

J—— nligrisl  teemasik KOSENIEA i,
iismyin B12 yatg (butshar URCK petimb,
Lepiapiri. aeliz-meitia tersebit  dapar digungly,

ok giEnglsalasd Leprospira pathogen dar spesiae,
klinu [[ﬂﬂllﬂ dan untuk F"E"-mmlhll e

Lepsospira. Abat yetapl, media ini tdak ke
p—— TR

b Medis yang menganding [ty aid,
Mesdia il mesggunakin €an ang forry acid

uindtik sumber muEridl wmin untuk bahay

L Medla y
Turmasith (L1

priein,
Inl mepggunakan puls rEntl panjeng (o
acid, mhun betapd baban detebsikannys menggunohas

charcoal mlis sang skill Areng shill i digunakan
uniik menasghap forry ucid bebas dl media yang
VULREI Poulh ey berscun wntuh helangaungan hidup
Lepumpire.
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Miedla kideur dapiad diperkays iengan senambabiian
e werum Fetal Bovine serpm (FBS) atine sevam klined
untuk dapat memiembiahkan Lepiterspire yang banyak. Media
hultur selekiil, yang mengandang antiblotik 5-{lere arasil
Al-1000 pgfml stay kombinas) dur nelidivic acid 50 pgoml.
verncwimeein 10pgiml dan palymyxin B sulphaie 5 uninfm
helakn i wmk mengamngl Kontaminasi, depat Sigunakan
lomnhinasi antara actidione 100 yigiml, bacitroe ‘mil,
5 FU 250 pw/'ml, neomycin sufphate 2 pgiml, ]

sulphere 0.2 pg/ml dan rifompicin 10 y

Media cabr dopat difmuit m ::%nlid dengan
cara menambihkin agar atay
Media calr hanyak diguna
pengujian. sedangkan anlid iligunakan liegika

lsolasl Lepinspira

F. Klasifikasi Lepiosplra

Genuy Lepeospire, Lepronema, dan Turneria adalah darv satu
Famili yaitn Leprospireceos, Famili Leprospiroceos dan

(e, (RALNOIVE LAIORATENS
5 LI TOTMROEIS
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Spirovhoaraceoe (genns: Splrochovta, Cristispira, Horrw)),
dan Troponema) termasuk dalam Ordo Spirochaeafe,

Rlasifikasi dan nomenklotur Leptospiro sanga kompl e
Saat ind ada dus pendekatan dansistem dalam mengklasis s
hakteri ini. Sistem pertama berbasis karakteristik Fenotipjk,
dan kedua berdasarhan homologh genetik yang dimiiikj

A, Klasifikasi berdasarkan Fenatipik. \
Genus Leprospira dibag kednhm%.ﬂi vaily
l

Leprospira  inlerrogans  (patogenik n Leptospirg

biflexa (non-patogenilk), pada subu 13
"L dian keberadaan 8  menjadi penandy
perhedaan keduanya. ans tidak dapat tumby)y

pada kondisl su adanya B-araguaning,

Leptospira resisten terhadap
t tumbuh pada suhu 13 °C.

homolog antigenik yang sama atay berkorelasi,
ukkan ke dalam satw serogroup. Akan tetapi
up tidak memiliki takson tertent dan digunakan
hanya untuk kepentingan di Iaboratorum.,

Saat inl lebih dari 250 serovar di dalam 25 serogrup
berada dalam kelompok L. inferrogans. Sedangkan
L. biffexa terdiri dari 65 serovar dan termasuk dalam
38 serogroup. Sistem klasifikss! Binominal haros
selalu dilkutt. Akn tetapi  serovar dan FEFaIOUp

ENAGRHCEEG LaDnETORIE
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il iasmibalibad,  evmbibiya begloapia pleligan
SO pTe O Pl epae T'"“"" WTHRInNE Eiefoe
Mapirpsrd buglite

Fanel servme kelinct (rabdit anti sera) digidban
itk mendererminan serogroup. ©ross Agglutination
Absorption Tesr [(CAAT) wdaluh pilihan wjp antak

mendeterminasi serovas. Panel monoklonal goribodi
sangal membanty untuk membsedakan be &m
artars stradn referens ol Libsoratorium e bt

dati lapangan. %
Klasilikasl berdasarban

Berdasarkan dari homs e paila percobain
DNA hybridization, spesles digamrhatkin
paia genus Lept mile apesies adalih growp

vang memillki DNA lebih dari

ALdU ETH homolegl patla temperatur 70

pinspira dikarakiedsasi dengan G+C kanten

banyak 34,4 mol%. Genus Leplonema memiliki
G+C konien sebanvak 51 sampal 53 mol% dimana
geniss Turmerfo memiliki 47 sampal 48 mol%. Dat
lenghap sekuensing telah tersedia untuk 2 Leproapira
viitu serovar Lal dan serovar Copenhegenl, Genus
Legruspira memiliki 2 kmamoson, kromosom  besar
(1) dan Kromasom keell (CIN. Ukuyran kromosom

o ARGNTHUT LARCRA T,
e LIFTDIFIROEIY



Dk borkisar aniarm AT b sainpial 4277 1wy
by Sedanghan unisk kromosom kecil berakuran angg
ASHA40 b sampral 50181 B,

Wialaupun DNA_DNA hybridization divakind sebagu
gold standard teknik wmuk idenifikasi Leprospirg
spesies, tetapl teloik ol jarang  dilokukan karens
sangat kompleks., beberapa  metode R berbasis

DNA fingerprinting menjadi lebib 1 dan sering
dilakulan untuk mengharakterisas] Laglosplm.

\g/‘b
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Prosedur
Pengambilan Sampe=|




BABE 11
Prosedur Pengambilan Sampel

PENGAMBILAN
SAMPEL

SKRINING LEFTOSPIROSIS D) LABDRATORILM m&
DENGAN PENGAMDILAM SAMPEL D) LARAN
BARAN UJ YAITU URIM, DARAM, SERLIM DAN

BERIKUT KAMI JABARKAN CARA SAMPEL

YANG mmm% i
A, Prosedur Pengamb el Manusia
Prosedur wmm% h vens dengan spuil tabung

vithum

Tabung vacurainer EITA {uji PCR)
Tubang vacuradner Heparin (| kuktur Leprasprra)
Tubung vecurdirer non EDTA iMAT)

—  [rleErrTd | LR D] )
— |I'r'l"|"|:|1 b |



Cira Kerja
Sebelum digpihil durat, paaten dibecikan penyl;,
dant menancEungan iformed  comoens  (Seba,,

mengambi] darah pIiEE petugas memherd pengel.,
i pasied mynandarsngan informed cocent.
Persiagilcan alap-alar gang diperiubian b pemilify,
syringe, plliblah ikyrsnfolime vesual Jutalghy
sampel yong akai diambll, pilih Vimg
sescial han pastikan |Enim terpasang

1 Lakpkan peadulatan paulim d@:mm raamil;
wsahakin pasien dalom i mmimghin

srsual demgan data

4 lilsnliftkus)
piacds Letnbar pert

i Q . iﬁ I
k, prigda daen aehapanya

@u pasies melunzshan lengannya, pilih lemgan yang

wayul aelwudam abiivias. Wit panien mimgeplhal

sangun, pasurg tahi peenbendung frurniket) kive-kara 1

o i mian fipat ik

jraaivn,  NHSIAinyY  pudss  aom
. Catnl bila paswen midom b

5 Vel

T Wlh baglem vens medlon cwhinal g oephdlic
Lakukan perabasn ( palpani] ik mermeaesdpkad plsi
VIR Vet berat e ekt pipa keecld, ¢ laatis dla®
mern b1 direding bebal Jiks vena tldan rerabi, LahuRa



14,

PRk dagi geqly perR e g e siki, arau kamgae
Baniin selama 5 e aerid lengan

Whesdlidannt Wuilit pack baggtan yang aba diamdsil dengan
kapan alkobiol 70% tan hiarkan hermg Kulie yang
ruitdich dibeis kan |t dipegeng gl

lubany jarum meaghadap ko stas Jika i i

Mk mengpunakan st misuk Baglan nu.%
minik ke dalom vena, skan serdibar

dilam sempeit (dinaemakan flash). sekall
tinuilk, hens,

Ji menggunakan holder %‘u vena dengan
Posial lulang jarem ey, masulia
tibrustg veieietitiner ko d Ider dan dorang sehinggi
Jariar baglin neap pada tsbung, maks
darah akian

nuk ke dalam wsbung. Tungg

ni mengalis. Jike memerbakag

ap W soielah wabang) perama terisi, cabug
ngan abung kedua, begitn setenmnya,

vilmme durah disnggsp cukop, lepas nomiket
nomina pasien membuka kepalan angainya.

Letakkan kapas di eempan suntilon il segars lepaskan
ik jarum. Telkan kapas beberaps sait lalu plister
slama kira-kira 15 meinit. Jaogen menarik Jrum
sehelum turniber dituks.

'l

™ SHALNC | AR RA TSRS
= | LB ey 8 T Ba LT

11



i dan Xylasin pada kakl belaking/pab Lkt
suidis & wwrh alkeho]. (Dosls kitamin 70 - 100
myg/g BH, Doiis sylasin 2 my'kg WH)

Nkus ditiackan selama 5 = 10 =i agar efek obdl
hekrrja sehelom dilakokan pengambilan dacsh ait
pomhiedahan

. faglan dadatihue dibersihkan menggiusakad alkusho
yirgll

LS el il L



4 Hripan mrnggumakan syrimee 1 omb bl ddseaiaiban
bt Wb, Jbrm shitisibkban ke bawilli inleig ek
simttpait ik kwang belilh 59 - 75% panjang jarum
dengin posisl fanim membenioh sidul 45790 terhudag
Bucbelian 1ksts yamg dipegimg tegak laus

A Padda parum yang tepat mingenal jantung dkan teslihad
durah mengalic ke ayrinpe den secar hﬂ—hli@

dlinap sampal syiringe teris) peouk,
i Selanjumnya darab vang beshanl| dlambil ke

dalam vacinginer Non EDTA I melewat
dindingnya ek mh%n@

7. Vacumainer sudah nirifus  dengan
kecepatan S000 mrpm S menil

H. Semam yong | terbeniuk dismbil secam
perlahan i pe,

g h diombil dimasikkan ke dalam
% dhan il sead eenggonakon parafitm.

vang diperoleh disimpan dalam bailkas 4°C
wm bilakuikan pemeriEsaan Laboratoriim.

Dlierme Epuein 1, @& @l Pretsos] Ba) amil Bsdenn Sdmspbig
Wiethois Ussbd Predice. J901

Amestbene  Dhept Samitireng T idends. wecs ahbs ed i ressarr
tmmpliane ¢

{_r, EAACIMDAS LA CAATOSS
{ et LMPTORPRQNTE



+ Prsedhir Proganhilan Ginjal Tikus

Alal s Dahian:
Ciinaigigg ikang Mo
syrrnge 1wl das 3 ml
Vial kaca ul
Sikrogupet dan g

Brtanmim
Alkahol 70 Alkohol Swal Xylasin \

Cara Ker|a:

| Tikus yung swiad ¢ adlnmhu Wby ¢
diletabban di dias
1 Hmhn% dengan swib alkohusl g

perut dijeph menggunakin pisse,
s metemshoy hiidit dan ofot-otol gens

% sish guating dimasukban ke dalam syelas da
\E Mmmpﬂwpﬂl]umﬂmmrh

3 Vowpgsn kulle dim ator-oior di aras dinfragma ditarlk
tentiik isiengehspos wepeniulinya ronpga perr

i Ciimial dambal hedisanyy dan dipasakkan dalim V12
kaca ully vang berisl alkohnl 76

5 b= ERAOMEN R o
.- I'II_ ‘-p'.l_ i



=, Label hertas berkode dimpsukkon dalom vial

4. Ginjal vang werkolels) disimpan pads subu mang
szhelum dllakukan pemeribssan shoestorium

e CDC, Agvhals fir Trapping sod sampling Small Vammals

o i % e
i TFT A FEDEN



g@ Prosedur

Pemeriksaan




BAB L1

Prosedur Pemeriksaan

JEMIS PEMERIKSAAN LEBTOSPIROEIS

L T T

o Rl Mt

*  Mkmnbop oy, Pesamsall
MIKROSKOP mirchhiohma imanliurses)

* Fosmgmasr Fem

o WAT * Lepin dyuick

» ELIEA # a5t miemfices

o |immunchknnid * gopin o dal

BIOLOGI

MOLEXULER o Fillyeregn chan macon |POR)

JEMIS PEMERIMSAAN LEPTDSMRBROSIS DI B2PIVAP

PESERINSA &N MOLENLILER

S, e Al ubniitee =il

Im
(LAEY

WAY meropaar pemeiomen (7§ P20 Peven PP
b ian resks ATEge-atieedy
Ts r SuNEE rTul menentean | RSP TP e
ahinae anlbod o dalam warum

Tl
(e R = LR

Armgen, harmudian Sihat 3 Saean
mkTmey redss JRS

FAC TN Ll TRA [ OW
| " { ¥



MICROSCOPIC AGGLUTINATION 1y,
(MAT]

AT fuirgga kil manih sgunakan wba g i g,
pwimerinaan W jEnupirotil. KRUNTIIESn ulemg i r
adalah speaifilasiyps HGEL Tow it atigannys adaial,

emaitubban Laalitad kbl untek kulbur dan
jprmplinaraar panel Legionpirg hadup. Babt Sarge
muglahn terhenteminat Balk antas

Baiter| lamn yang capst menynbabkan WtEsatiin

daelam pershacaan hail ©

It slain

o bemim cukip terdatekal atau hils

teesphiut ticdak ada dalam gamal wermar

| hangga ine mita leih dar) 30 serover

. yang terbag) by dalam 75 serogrup. Jadi harus
% dlkwtats whim dehulu lenis serovar spa saje yang
Bersriibatl & welayub trgsbut, Uitys mesesiukan

08 han jumiah cerovar duiam oeiaksanasn MAT &
‘afortorium,

By L SR AR o,
4 (Y g g {20 THEFL-
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mﬂ]lﬂ‘l Lepl papind g MAT

Alut dan Rahan
s MAT

Inhubaor
Mikeoskop medan gilap

baa wlade

Mikro chaket

Syringe 35 cr Q}
Serum

Kl Leymospira %

PBS In

@!mﬁﬂulm dan 95 pl 'H5
ke halam sumurun i kolom
madmcerain 1: M),

|'ll odm -2 ke sumuzan selunjutnya dence-
'I.HJ dengan mengambil 50 pf don membuang 50 @l &0

wuriran ferakchar {serial difurion).

4. 50 ) bedliier leperapira ditmmbahban ke dalam senii
hrisiiran

Ll L s~
LTFTOTREsLT



it

. |

Sumpel dicampur secara menyelur; dengun shaker,
Sampel dilnkubasi selama 2 — 4 jam pada 37

Sampel diperiksa pads mikroskop medan gelap untuk
mengetahnl aglutinasinya,

Sampel yang berasal dar) serum tikus dinvitaken posiif
terinfeksl Leprospira jika terjadi agluting) den
off titer 1:20 yang dibandingkan dengan
Kantrol negalll memipakan kultur b
ditambah TBS, Kontrol negati
reaksi aglutinasi atou bebas sama

i ocut

mentinjukkan

Literatur: Yijayacharl, B, i mansiali Heguaal
Medical Research Centre I wallial Hesearch. 2010,
Fort Bladr, Dndia

SO laberatarivm m PIVRE, 13, Salutiga

L CRAGNITS LABCIRATTI S
{ 3 LEFTGEPTRONIS
—
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iV, ey ihsaan Malvioale

EKSTRAKSI
DNA

Ekstraksl ONA meruprakan tebinik untuk mﬁnud“.”‘”
DNA dari sampal. Prinsip dasor elstraksi ONASNN adalgy,
memecah dan mengehstraks) sampel yang i) h.'mm
terbentul akstrak sel yang terdiri atas sel.qu|, Jaringan
DA, dan ANA, kemudian ekstrak sel “lpuw ehingg,

dihasilkan pelet sel yang mengandun A
onA memilikl beberapa tahapan, ya
Lists dinding dan Erarn

fhﬂﬂim
lasi ved; (2

I

(3} Ekstraksi dalam la rifikast; dan (5)
5

1. Ekstraksi DNA E %

| II,I'—_I:Ihl-IJ.F-F_'.-".i.n'n'.L.in.l!H!'!ll'I.lrl'J-ql'.
32 | (- Lerrosrinosis



1.1 Sampel Urin

Alat dan Bahian:

Cenirifuge
Lt kuskbator
mMikropipet dan tips Kt ehstraksi TNA Vortios

el

oo

Langkah kerja: \

Stapkan waterbarh dengan subua 554,

ml wrin dengan kecepatan tngpl sela menih buang
supernagtan, ambil pellet. g

Cucl dengan 500 pl PBS, ¢ kecepatan tinggl
selama 5 menlt, buang su [ mhil pellet.

Cucl kemball denga . senrrifuge kecepatan
tunggl selama 5 . i supernatan, ambil pelle.
Resuspen ngan 200 ul PAS.

| Bgestion Bujffer dan 20 pl Proteinose
kukan inknbasi selama 30 menh hingea 4

TambBahlkan 20 pl RNAse A, vortex, inkubasi dalam
sl ruang selama 2 menil

Tambuhkan 200 jil Lysis/ Binding Buller, vonex.
Tambahkan 200 jil 86-100% etanol, vorres 5 detik.

Ambil 640 il lysate din masukkan ke dalam Spin
Corlumn,

e PRALNUTSS LABCRATONE |
(s LAFTOSPIRDSS

13



il .!';I"ﬂ"fﬂrw detpan kecojiatin FE AR x | werlfama | Mgy
haang colleciion libe dan pindalkan spin calisiy |,

dilam coffection fube bt

1L ‘Tambahkan 500 ul Wosh Buffer 1., sentrifuge dengun
kecepatin 10.000% g selama I memi, buing collection

b da pindahlan spin colimn ke dalam colleciion
e bttt

12, Tumhahkan 500 @l Wash Buffer 2, ettgan
hecepaian gl selama 3 menit. il

eolimn ke dalam tube mm%m |

13 Tambahkan 25 - 200 gl , inkubasi dalam
sarhu riang selama | menin, leckpatan g
welama | menild

Litermtutt Leer * Gemmtttac DNA Kits for Purificstios
o (rormymemic kit
1 e Serum
Babin:
rifuge
lishubatar

Mikdoplpet dan tips
Fianol almolin

Wit ehstrokal DNA (untub daral dan pngam)

i B T B L e, | T
TFrSSF=sdn -



Langkah kerja:

Siapkan warerbath dengan suhu 56"C.

3 Muasukkan 20 pl proteinase K ke dalam microsentrifuge
b 1.5 ml.

3. Tambahkan 200 pl sampel (whale blood, plusma,
serum, alow body fluids) ke dalam tube terschug. Jika
sampel kurang dari 200 pl, embahkan volo M.
200 p| menggunaksn PRS,

4.  Tambshkan 200 pl Huffer Lvsis pa I, vortex
wlama = 15 detlk atan hingga

5, Inkubasi dilakukan pade suhid)5 wma 10 menit.

G, Vortex dan spindown s

7. Tambakan 200 pleta sodut, kemudian vortex atau
plpercing up spindown,

Literatir Man it by QIAGEN Kin

B, Pindish mpel ke dalam  mini spin column,
[ ADOD rpm selama | menit, buang filirai,
pinddhkan column ke tiwhe yang baru,

. Tambahkan 500 pl Wash Buffer 1, lalu sentrifuge 8000
rpem | mendt, haang fleat, pindabkan softumn ke qube
vang baru.

10

Tamhbahkan 500 pl Wask Buffer 2, sentrifuge 14000 rpm
! menit, Pindahkan spin column ke fube 1.5 ul,

F ERAGAETS LARCEA TR
S LEPTOARIR DY



10, Tamhahkim 200 pl Elusion Buffer. ikibenl sl nug
1 wmpnid, Laly semirifige BOOD ra 1 sl

12, Allquot dan stmpan datim sidis -20°C

Lotsramar Mhamsial Dusarn Wit by CHALEY Kin

L3 Ginjal Tikum

- QB
Centrifuge Tnkubarmr
Kit ehsraial INA

Langhah kerja:

1. Eunmmuét bert kenle sampe] ) hagsan

r dadam alkobol TOW dicuci dengan
| ddlamn cawam potrl anlams bebersps san

1 ginjal dipetong selistang semepal massmins
kerrhs menggusihan plrses dan skaipel.

L Ambil bagian kanehs kirs-kies 3 mg  kemudlon
mersukERn dakanm wial ke 1 5 ml

= Tombphlan larsun gigestion befler 180 | dan
Profeinger K 35l

Flaew f ¥ | gfmgi—yg=
ke msie



,  Leenies RInGAL alm laridan neinggunakoan peller puadle

dait lH-l'”l‘i ;m:ul':.- Miarfend LTI B iva s Bl HEER 11

Prakubianl geoanae  giongal il seertee bty inb bt
el stibil BERE sambil beberapa kall A vores
[Harmkai sermalaman

Lieratie User guidde Purelink” Geoimin DNA Kibs lar Parcilication
ol Geemiimic DNA By Tiwvitrigen ki \

i, Tambahkan 20 pl HENAsE A, vonex, uﬁu§| d.:l.um
subiu ruang selama 2 menil.
@ FiEx,
wvartex 5 detik

Ukkpn ke dalam Spin

g Tambahkan 200 pl Lpsiss Bindi

10, Tamhahkan 200 i 96 - 1

48 .h'r'nllﬂ G40 pl dysa

12, Ernrriﬁ.}gn atary 10.0{0) X @ selama 1 menit,
britamy uhe dan pindabkan spin colutrin ke
elitla tiot frebe baru,

13, Ta 0 500 pl Wash Huffer 1, sentrifuge dengan
kecepdtan 10.000x g selama 1 menit, huang collection
tube dan pindahkan spin column ke dalam collection
Hibie bam,

14 Tumhahkan 500 il Wash Buffer 2, senirifuge dengan
kecepatan tinggl selama 3 menit, pindahkan spin coluris
ke alum tube microcentrifuge 1,5 mi

-C LA, | A B T
J:-l- rule s BN TLER I
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i Tunbsahhandh mﬂlhhrmjmﬂllr'w“hn.

“‘hrlm I Hann, Il".lHI 'Ir"'ur LEI' FI'-r‘" u‘”‘"l ‘J"h,“,"r

1 il

Lm""_bﬂmﬂ'm&mmhm
wl | pypmie 1P A e e fiempee bive

e

2 Al fikand INA

pulimeriise Chitks fpactmn ahg

e pguiabam kermETLar ymeETIER telaga
yarg MMedipanan

samplemmen dari e wntig dimarkan Pads s

R T all s ' m



. PER Kanvensamal

e

ey il —

e

1 3 FolEcen s

| Propaced Ly
- a-mmﬂ-
1 Bsimerese
iy mieirnes b s rla
® AR L

Pl Kapvensional
Alat dan Bahan:

PCR thermul cycler Mibrofgpe! Tim tign Viortes
i ceatrifuge {soigading
LW mparermds
Priemer Lipg2id
Fartnfl 5'» ATC TOC GTT GEA CTC TTT GE -3
Meserac Y - AL ATE ATE AT ATE GTG CA-4
Primiefgec Y
Forwurd 5'— ATG CEG ATCATT TITGCT T -2
Reverie 5" CCG TOG CTT AAT TTT AGA LIT €11



Langkah kevja:

i Siapkan whung MK, ben kode sesuj

"ILI“H""' ‘“ﬂ*
Isoladi DN A yvang akan di-PCR

L Lohukast thewing primer, reagen masier mjy duy
ddH 0, Siapkin mix sesual dengan protkol (Talsa|
k)

Fabel | Mix PER konvensn

Master Mix

R | ke iskam rulie PCR dengan valume
A8 g 2041,
hian sampel (DNA template] masing-masing 5 el
Tambahkan kontrol negati! (ddH2O0 di rebe konead
megatif, dan Kontrol possf (DNA Eufter Leptospira)

di b konie] posing

o Lalkuban spin down sumpil tidik sda samps)/redgen

vang lertinggal menempel di dinding abung



gl TS e v b imduk paersaes 1905

[

{ ahrifaan SCETITHL ITHES I umiak proses dematiras

anmealing, dan ehstensi detgan praokol {Tabel 2)

Tabel 2 Tahapan PCR Konvensional

: Predenaiuras H5 S e

| Denatusasi 94 Wdeik | N
| Anmealing SH 30 detll " 85%

i Eksters 72 | I'm:ﬁil_’

_El.u.'un Ek=tens 72 | 7 menfl

| Endless a4 N\ -

9, Masukkan tube yvang risi sampel ke dalam mesin.
Lakukan pfosés POR. Tunggu mesin selesai bekerja.

1. Sampil hasil’ PCR diambil 5 pl untuk kemodian
dlvIRuslTERs| dengan proses elektroforesis gel agarose
L5%; 100 Volr selama 30 menit.

Hieriur Aled, A; Engeherms, MPM; Boer . R; Almed, Njand
Hartakeerl, BA. Development snid Validatiun of & Real-Time PCR for

Fl

etection uf Bathugenic Leptaspira Species In Clinical Materials. 1005,
&% Dz 419} #7093 dengan mpdifikani.

i b U1 LA ED A T O
]



E bektenfureis (oe| Agarast

Abat dlan Nahar:

Power Suppdy
Bop kaca el {I.II-IF'H]'

Microwave
MNeraca anaditlk
Gell casper + comby

A gt \
Duffer THETAE IX

= (D

i (&

1. Pilih gel caserd balvang ving disesialka
dengan | yany aban dieleksrolnresis
Pasiikimn er rata Air (depgan menggumakin
WHIET

almya untak membiat gel agarnse 1,5% dengan
wolame 70 ml {ancuk gel camer kecil ). Timbang agarmse
sehanyak U5 L misulhan dalam bowl duran

1 {1,5% - 2%, seson dengan besar bp
| [INAL

& Tambabkan buffer THETAE 1% sebanyak 70 ml
5 Panikan deagan microwave nampal mendidilh dan

larmtan bening

DR T AR AT
L i



Fnnitsalubeann 5 il KU atan 7 pl SyBr save. Adik ehiighuki
Lot Gy an G- ROY R SAMP Lkt (e wEmpur raig

Fuanghan perlahan pada gel coser vang velah o pavingd
sfair (combr). Tepihan/ilanghan gelembung vany mba

o TungRu sampal gel padat

g Sistelab kevas, posisilan gel pada gel caster Ly
dengan buffer TBESTAE 1x sampal gel torn m:

10, Lopding sampel ke dalam gel agarose. ;

Loading sampel dan dokum
Alat dan Bahan:

Power supply

M Lcropd ppeet
Gl Do PCR (amplikion) Mather (LINA
ladder)

Lan

L Moduk PCR (amplikon) dimasukban ke dalam sumuran
yang telah dicetik pada gel agarsse dengan volume 5yl
(mix mengandung foading dye).

2 lika mastermiy vanyg digunakan helum mengandung
loading dve, maka terlebih dahulu campur 2 pl load-
ing dve + Spl amplikon di oras p.r.rlfilm menggunakan

. AN LABDRATORS |
L U rrTnsme O

43
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kil itk ban campu.

gl et g o et

raiy b Lo AaEauisTa.
airker (DNA fadder) webaaga ) peaanila

L Masukkan il
gakkan di kolom perima)

whtran DNA (sebalkinyd dile

dipasahbin semmua, St powersupply padi

4, Ik sudab
Gl menlt. Makin tUngg

wegangan B0 < 100 ¥ selama 3 -

voliawe, semakin pendek wi kit wiktig dtprrl:uL\
@ ohs-

s Wisualisasl hastl elekumioresis rengar

mentasi (Gl Doc)

T &2

Rl = BT | Bl g1 |



-“"m AT

reals i PER Sysem
M_.i:ll.'.!.!lf""" clam Hijs

Wuire

adil T (S ehirwrti |
£y Gy L
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Tamhalkan sampel (N tesplite] -y |

il

Tambahkan kooorol negali] il pulit kontrol negtl]

{ kuilewr Leporpira non patogenth), diH O selagdl NTT

dan konirol pasitil (bt Leptospire patogenik) di

tabse kenntreil positif
Lakikan sgrindown sampal tidak acla samgelreages
yiny iertinggal menempel di elin i T-'I!I_ﬂll#

Siapkan mesin thermocyele Mgk proses nPCH

Lakukaon seting faesip udtik proses  desatias),
ameofing, oo M serfa  mEngatir  meliing
emperotud (s Sen wakon sewuni dengan optimas)
maxeig-Mtsing pAmer ) sesial dengan Tabel 4

Tateel 4 Tuhapan PCH
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| Predemaninast 54 2 menlt
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:.inrrru.lmu | 1 ek "
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R Foakiikan [ITMEL

JIPCR Tungai mesin seleval hekes)
(g Kelwarkan sampel kemvdian siwabisis, baik kualina

matipun kuantitatil kopi DNA

L irpatus Abwoeid A Engellerrin, MM Doer, 50N Alimed, %
pariskeerl, BoA Develmpment and Validation wl @ Real Thine MO0
jer Detectinn ol Phategenic Leptoiplre Species o Clinical Mateslal
1. PLa8 ONE 4 1%)

7, Seguencing DNA
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SEQUENCING
DNA

Lemwerising aidalih sty snetode untidk menoneULkan
urirtam Baa (eekuen) ONA RNA, ateu asaem aming dalanm
protem Sekuensing DR dipat diemanfaatan. bak unius

rementukan [dentitas maupln fungsl gen #tad fragmen
[FNA tamninya dongan cars mesnbandinghan sk

tersetr dengan sekuans GNA lain ya=g

S lam 1. twicnak ini dagat membanitu men n,

wink dan akspresi gen, pemetasn ket, maUpUn

FTREFILIN L KhAT HMIW% .
Prarifloasd MHP%E
Tujius puﬁﬂh@ nyhilangkan sisa-uisa primer

forwrerd  hiln . Longlkab-longkahiva  purifikasl
M ada
H

o berikur:
@mn dimasukkan dalam vial PCR

vial dengan templote DNA tersebol kemudian
disambahlan 2 pi slkali fosfaizse

1 Boiol vial dengan tomplore DNA dan alkal] fostaie
Wemmadlan ditambahhan 2 gl ekwenuklngs

4. Botnl vial selonjutnys di-spimingdown
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5 phoind Wil diimbuhasi dolem fhereing| Cynler
e selwma 15 meni dan BO'C silang 15
|5 mendt dan BOYC setama 15 peniy

pitla foki
meniise lima

Hﬂ“h“"""' kuantitas pradub POR verpurifikias

wonsentrasi prodiuk PLR didilesi menggunakan
free woter sampal dengan konsentras) yang .
Produk PCH sebesar 200 — 504 bp muma@n 5

wuantitas produk PCH diukur mengaunakan ala rmmﬁ

3— 10 pgs pl,

Cwvele seguencing

Cara menyiapkan hﬂ%ﬁﬂji vang digunskan adalah

seiagal berikot:

vattex camp ¢ dan DNA déngan vartes selama
b detik, lama 2 detik. Reaksi cycle ssquencing
difalanicgn alat termocycler dengan suhu 96°C
wiel

mimit 5 siklus 9550 selama 10 detlk, S0°C

*lima 5 detil, dan 60°C selama 4 menl kemudian halding
Pads 4%

Sum TR TR L& s T
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Parililasi produk cycle seguencing

Primlub cyefe sehuemuing ditambab demgai 5§01 125 on
EDTA dant 80yl stanal ebsolir. Tusap desgin dbintiium
foll, hamagenlan. dan inkubast sebima 15 senin poda i
Maang. Setelah iu lakukan sentrifuse dengan kecepatan
HROXG velama 30 menth pads suhu 4°C, Buang superiatan
pelan-pelan, buks wiug vial sapayva heting. Tambaltan
etnnnl T 60 i lalo vorven. Sentrifise 1650 ‘&5
meest pada sishi 4°C. Buang supiematan, laim n HIDM
Formamide 13 pl, tikobaal dalam vr HEC

selama 5 menit, Plodahkan dlllﬂ@ L

Condil . %
1¥ e m Iniriichiei sokuensr,

1 beruga ebehtrutenmgram dismal|sis dengan
soltwure BioEdir. Sekien dise|dfarkan dengan
ten Leptospiva referensl der Genefinl
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