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Pela t ihan  pemer iksaan  lep tosp i ros i s  diencerkan akan cepat mati.
dilaksanakan dalam rangka meningkatkan kemampuan Bakteri ini termasuk dalam ordo spirochaetales, 
laboratorium bakteriologi yang ada di Loka litbang famili Leptospiraceae, genus Leptospira. Leptospira 
P2B2 Banjarnegara agar memiliki kemampuan bersifat aerob obligat dan tumbuh optimal pada suhu 28-  

0melakukan pemeriksaan Leptospirosis. Pelatihan 30  C. Media untuk pertumbuhannya adalah media dasar 
dilaksanakan selama 3 hari dari tanggal 29 Juni sampai 1 yang diperkaya dengan vitamin, asam lemak rantai 
Juli 2009, di Balai Besar Penelitian Vetereiner Bogor panjang sebagai sumber karbon dan garam amonium. 
dengan dipandu oleh Ibu Kusmiyati, M,Si dibantu oleh Genus Leptospira dibagi dalam dua spesies yaitu 
dua orang stafnya. Beberapa materi yang diberikan L.interrogans yang patogen dan L. biflexa yang non 
dalam pelatihan ini diantaranya teori umum patogen. L. interrogans dikenal lebih dari 200 serovar.
Leptospirosis dan pemeriksaan Leptospirosis secara Bahan-bahan yang diperlukan untuk 
laboratoris dengan metode MAT (Microscopic pemeriksaan laboratoris secara serologis menggunakan 
Aglutination Test). Pelatihan ini dilaksanakan mengingat MAT adalah :
bidang penelitian di Loka Litbang P2B2 Banjarnegara 
yang lebih fokus ke bidang penyakit bersumber a. Serum Sampel
rodensia, bahkan 3 tahun terakhir ini telah melakukan Berupa serum darah atau berupa organ-organ tubuh 
penelitian mengenai Leptospirosis. (hati, otak atau ginjal).  Untuk mendapatkan serum 

Leptospirosis adalah penyakit menular yang dapat dilakukan dengan cara; darah yang didapatkan 
dapat menyerang mamalia termasuk manusia. Penyakit dilakukan sentrifugasi pemutaran dengan kecepatan 
ini disebabkan oleh bakteri Leptospira interrogans yang 3000 rpm selama 10 menit dikerjakan untuk 
terdiri dari beberapa serovar. Gejala klinis penyakit ini memisahkan serum dari bekuan darahnya. Jika tidak 
sangat bervariasi dari yang ringan hingga yang berat dapat dilakukan pemeriksaan MAT pada hari 
bahkan dapat menyebabkan kematian penderitanya. penerimaan serum, maka serum disimpan pada suhu 

0 Leptospirosis dapat berbentuk infeksi yang bersifat 20 C sampai dilakukan pemeriksaan. Data umur, 
subklinik atau demam ringan yang dapat menyebabkan jenis kelamin dan tanggal pengambilan serum dari 
keguguran pada hewan bunting, sampai hepatitis dan penderita (pasien) dicatat. Serum yang akan diuji 
nephritis yang berat dan menyebabkan kematian karena harus tanpa bahan pengawet, tidak tercemar oleh 
kerusakan hati atau ginjal. Karena tidak ada gejala klinis mikroorganisme pencemar, tidak hemolisis dan 
yang patogonomis maka penegakan diagnosa harus dalam kondisi dingin selama di perjalanan menuju 

0ditunjang oleh pemeriksaan laboratoris. laboratorium. Disimpan pada suhu 20  C sampai 
Penularan Leptospirosis pada manusia terjadi waktu pengujian. Serum yang akan diuji diencerkan 

secara kontak langsung dengan hewan terinfeksi dengan Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,5
Leptospira atau secara tidak langsung melalui genangan 
air yang terkontaminsai urin yang terinfeksi Leptospira. b. Antigen
Kuman ini masuk ke dalam tubuh melalui kulit yang luka Antigen yang digunakan adalah antigen hidup yaitu 
atau membran mukosa. biakan biakan Leptospira interrogans serovar  

Leptospira penyebab Leptospirosis berbentuk serovar Icterohaemorrhagiae, Javanica, Celledoni, 
spiral, tipis, lentur dengan panjang 10 - 20 µm dan tebal Canicola, Ballum. Pyrogenes, Cynopteri, Rachmati, 
0,1 µm serta memiliki 2 lapis membran. Kedua ujungnya Australis, Pomona, Grippotyphosa, Hardjo, 
mempunyai kait berupa flagelum periplasmik. Bergerak Bataviae, Tarassovi yang ditumbuhkan di dalam 
aktif maju mundur dengan gerakan memutar sepanjang media Ellinghausen, McCullough, Johnson and 

0sumbunya. Bentuk dan gerakannya dapat dilihat dengan Harris (EMJH) cair pada suhu 28-30 C selama 5 - 9 
mikroskop medan gelap atau mikroskop fase kontras. hari. Antigen harus murni dan  homogen serta 

8
Leptospirosis peka terhadap asam dan dapat hidup di berkonsentrasi kira  kira 2 x 10 C  Leptospira per 
dalam air tawar selama kurang lebih satu bulan, tetapi di mililiter.
dalam air laut, air selokan dan air kemih yang tidak 
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berkesimpulan bahwa : melalui media internet telah berkenan memberikan 
1. Bakteri Leptospira strain Patoc I dengan nama lain bahan-bahan bacaan dan menjawab e_mail dari kami.

Patoc I (Ames) atau Patoc I (Paris) atau Patoc I 
ATCC 23582 termasuk serovar Patoc, serogroup 
Semaranga, Genomospecies Leptospira biflexa, DAFTAR PUSTAKA
Genera Leptospira, famili Leptospiraceae, ordo 
Spirochaetales, class Spirochaetes, Phylum 1.  Faine S, B. Adler, C. Bolin, P. Perolat. Leptospira 
Spirochaetes, Super Kingdom Bacteria. and leptospirosis. Second Edition. MediSci. 

2. Adanya reaksi silang antara Patoc I dengan bakteri Melbourne, Australia. 1999
Leptospira patogen (utamanya pada strain yang 2. Ima Nurisa, Penyakit Bersumber Rodensia ( Tikus 
sering dijumpai pada manusia) tidak menunjukkan dan Mencit) di Indonesia. Jurnal Ekologi 
bahwa Patoc I termasuk patogen atau telah Kesehatan Vol 4 N0 3 2005 :308 - 319.
berubah sifat patogenitasnya dari non patogen ke 
patogen (bermutasi) 

3. Pemeriksaan yang menggunakan prinsip reaksi 
antigen antibody (misalnya MAT) yang 
menunjukkan positif Patoc I karena strain ini 
memang dipakai dalam "battery antigen test MAT" 
dan banyaknya reaksi silang dari strain Patoc I ini 
dengan banyak strain bakteri patogen, sehingga 
jika positif Patoc I saja tidak diartikan negatif 
Leptospirosis,  namun diart ikan posit if  
Leptospirosis karena besar kemungkinan 
mengandung strain patogen namun tidak ada 6.  Dinas Kesehatan Provinsi Jawa Tengah.  Evaluasi 
dalam "battery antigen test MAT". dan Kebijakan ProgramP2B2 Di Jawa Tengah. 

4. Ada kemungkinan mutasi genetik dari Patoc I 2007
dalam uji coba skala laboratorium, namun perlu 7.  www.google.com Leptospirosis. The need to 
penelitian lebih lanjut Know. diakses tanggal 16 April 2008

. 8. World Health Organization.International 
Leptospirosis Society. Human leptospirosis : 

UCAPAN TERIMAKASIH guidance for diagnosis, surveillance and control. 
World Health Organization 2003

Ucapan Terimakasih kami sampaikan kepada 9. Collins RA. Leptospirosis. Biomed Scientist 2006; 
beberapa teman diskusi (yang tidak dapat kami sebutkan 116-121. Klasifikasi Dan Teknik  Klasifikasi 
satu per satu) dan utamanya Prof Solly Faine meskipun Bakter i  Leptospira  Class i f ica t ion and 
tidak bertatap muka langsung dan berkomunikasi Classification Techniques of Leptospira Bacteria I 

3. Addamiano, L and B. Babudieri. Waters Strain of 
Leptospira in The Serodiagnosis of Human and 
Animal. Bulletin WHO, 1968, 39, 925-934

4. Djunadi, Djoni. Kapita Selekta Penyakit Infeksi. 
Ehrlichiosis, Leptospirosis, Ricketsiosis, Antraks, 
Penyakit Pes. UMM Press. Malang. 2007. hal 19-
40

5. Simanjuntak. Leptospirosis, Demam Banjir yang 
Mematikan. , demam 
banjir yang mematikan, htm. 2001. diakses tanggal 
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Bakteri Leptospira Patoc I.................(Ikawati,et al)

0
c. Media Leptospira Ellinghausen McCullough dipanaskan dengan waterbath 56 C selama 1 jam. 
Jihnson Harris (EMJH) Kemudian dibagi-bagi menjadi 3,6 ml/botol dan 
Media dasar, terdiri dari : disimpan dalam refrigerator.

TM
Difco Leptospira Medium Base EMJH 2,3 gr
Sodium pyruvat 10 % 1 ml e. Media EMJH semisolid
Gliserol 10 % 1 ml Tambahkan 2,0 gr agar (Noble agar, Difco) ke dalam 
H O steril sampai volume akhir menjadi        900 ml 900 ml media dasar dan dipanaskan untuk melarutkan 2

pH dijadikan 7,4 dan diautoclave 1210C selama 15 agarnya. Kemudian larutan tersebut disterilkan di 
0menit dalam autoclave pada suhu 121 C selama 15 menit. 

0
Bahan penyubur, terdiri dari : Setelah suhu media dasar mencapai kir-kira 50 C 
Bovine serum albumin fraksi V 10 gr tambahkan 100 ml bahan penyubur dan 
H O steril sampai volume akhir menjadi 30 ml dihomogenkan, disterilkan secara filtrasi dan 2

(Kedua bahan tersebut dibuat sehari sebelum dimasukkan ke dalam botol-botol. Diinkubasi pada 
0

pembuatan media, disimpan di refrigerator) suhu 37 C selama 3 hari, setiap hari dipanaskan 
0Sambil diaduk ditambahkan : 1 ml CaCl 2H O 1%, 1 dengan waterbath 56 C selama 1 jam. Kemudian 2. 2

ml MgCl 6H O 1%, 1 ml ZnSO 7H O 0,4%, 0,1 dibagi- bagi menjadi 3,6 ml/botol dan disimpan dalam 2. 2 4. 2

CuSO 5H O 0,3%, 10 ml FeSO 7H O 0,5%, 1 ml refrigerator.4. 2 4. 2

cyanocobalamin 0,02% dan 12,5 ml Tween-80 10 %. 
Juga ditambahkan 20 ml serum kelinci normal yang f. Larutan PBS

0
telah diinaktifkan 56 C selama 30 menit, dan 20 ml NaCl 0,85 % 1840 ml
larutan 5-Fluorouracil (10 mg/ml). pH dijadikan 7,4 Larutan Sorensen* 160 ml
dan ditambahkan 20 ml serum kelinci normal yang Dicampur dan diperiksa pHnya (pH 7,5) dan 

0
telah diinaktifkan 56 C selama 30 menit, dan 20 ml disterilkan 15 lbs, 15 menit.
larutan 5-Fluorouracil (10mg/ml). pH dijadikan 7,4 Larutan Sorensen :
dan ditambahkan H O steril sampai volume akhir Na HPO 8,33 gr2 2 4

menjadi 100 ml. Disterilkan secara filtrasi. KH PO 1,09 gr2 4

Keterangan : 5-Fluorouracil dilarutkan dengan PBS H O 1 liter2

Pengerjaan MAT menggunakan 15 macam 
d. Media EMJH cair biakan serovar Leptospira sp hidup berumur 5  8 hari 
Sebanyak 900 ml media dasar ditambahkan 100 ml sebagai antigen (Tabel 1). Antigen ini ditumbuhkan 
bahan penyubur dan dihomogenkan, disterilkan dalam media cair EMJH (Johnson dan Harris, 1976) 
secara filtrasi dan dimasukkan ke dalam botol-botol. dengan penambahan 2 % serum kelinci dan 100 µg/ml 5-

0
Diinkubasi pada suhu 37 C selama 3 hari, setiap hari fluorouracil dan dieramkan pada suhu 28 - 30 C. 

Serogroup Serovar Strain/Galur
Ichterohaemorrhagiae Ichterohaemorrhagiae RGA
Javanica Javanica Veldrat Bataviae 46
Celledoni Celledoni Celledoni
Canicola Canicola Utrecht IV
Ballum Ballum Mus 127
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Cynopteri Cynopteri 3522 C
Autumnalis Rachmati Rachmat
Australis Australis Ballico
Pomona Pomona Pomona
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
Hebdomadis Hebdomadis Hardjoprajitno
Bataviae Bataviae Van Tienen
Tarassovi Tarassovi Perepelicin
Semaranga Semaranga Veldrat Semarang 173

Tabel 1. Strain Leptospira yang digunakan untuk Pemeriksaan MAT Serogroup 
Serovar Strain/Galur

sumber : www.google.com. gambar leptospira. diakses 16 mei 2008

Gambar. Bakteri Leptospira pada jaringan ginjal dan leptospira pada dark microscope
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mendukung hanya  ada satu jenis Leptospira, yang dapat patogen diluar dari antigen yang kita pakai dalam uji 
berubah  karakteristik menurut keadaan lingkungan. MAT. Itulah salah satu sebab Patoc I meskipun bakteri 

Teori ini ditelaah secara kritis oleh Wolf pada non patogen, karena kemampuannya menjadi indikator 
tahun 1978 dalam Historical Review. The possible umum dari infeksi Leptospirosis (diketahui Patoc 
pathogenicity of water leptospires (L. biflexa) 1920- menunjukkan reaksi silang dengan berbagai strain 
1930 dalam jurnal Tropical and Geographical Medicine. bakteri Leptospira patogen) selalu digunakan sebagai 

14
Dalam telaahnya Wolf menyatakan bahwa penelitian "battery antigen" pada MAT.
dilakukan dengan kotor dan tanpa mengidentifikasi Penggunaan Patoc I dalam penelitian lapangan 
kultur yang dilakukan, tanpa memperhatikan pada 9 laboratorium lapangan dan satu laboratorium 
kemungkinan reaksi silang pada hewan coba di rujukan menunjukkan keefektifan bakteri Patoc I sebagai 
laboratorium, kejadian tidak ilmiah dan tanpa kritik indikator umum Leptospirosis. Dalam penelitian 
disosialisasikan dan diterima luas saat itu. Observasi dan menunjukkan ketepatan 90% reaksi Patoc I untuk 
teori yang diajukan hampir dapat dipastikan berasal dari mendeteksi positif Leptospirosis dengan menggunakan 
kesalahan laboratorium yang besar, yang dievaluasi tidak Complement Fixation Test(CFT). Berikut ini adalah 
secara ilmiah dan dipertahankan hampir tanpa kritik dan strain yang menunjukkan reaksi silang dengan Patoc I 

1eksperimen yang tidak ilmiah.  pada penelitian tersebut yaitu serotype : pomona, sejroe, 
Selain Patoc I terdapat juga strain lain yang hyos, canicola, bataviae, grippothyposa, hebdomadis, 

15banyak dipakai sebagai serodiagnosis leptospirosis yaitu saxkoebing . 
Strain Veldrat Semarang 173 dan Madida (Serotypes Namun demikian sejalan dengan kemajuan di 
Semaranga), Strain Lublin (Serotypes Patoc), dan Strain bidang biomolekuler saat  ini penelitian  mengenai       L. 
Sao Paulo (Serotypes Sao Paulo) yang semuanya biflexa banyak dilakukan. Penelitian dari Pasteur 
termasuk dalam serogroup Semaranga. Hasil penelitian Institute menyimpulkan bahwa karakteristik dari L. 
Addamiano dan Babudieri menyatakan jenis Leptospira biflexa hklep and rrlep mutants, yaitu L. biflexa yang 
biflexa tersebut diatas banyak menunjukkan reaksi yang dimutasi di laboratorium pada heme (histidin 
sama dengan Leptospira pathogen yang sering dijumpai kinase/Hklep) dan  regulator/Rrlep   menunjukkan  
pada manusia, namun tidak menunjukkan reaksi yang bahwa fungsi Hklep dan Rrlep dapat menggantikan hem 
sama pada Leptospira pathogen yang umumnya E dan hem L yang ada pada Leptosira patogen. 
dijumpai pada hewan. Sehingga Leptospira biflexa Penemuan ini menunjukkan bahwa Hklep/Rrlep penting 
tersebut dapat dipakai sebagai serodiagnosis pada untuk pertumbuhan in vitro dari L. biflexa, dan 
manusia, namun tidak pada hewan (dalam penelitian menyarankan bahwa 2 komponen sistem ini termasuk 
tersebut yang digunakan yaitu Icterohaemorrhagie, pada mekanisme komplek yang mengatur alur 

3
Copenhageni, Pomona, Bataviae and Canicola) . Hasil biosintetik heme. Namun perlu dicatat bahwa mutasi ini 
yang menunjukkan bahwa Patoc I kurang tepat dipakai dilakukan di laboratorium dan L. biflexa hklep and rrlep 
pada serodiagnosis Leptospirosis pada hewan juga mutasi hanya tumbuh dengan heme dan heme prekursor, 
merupakan kesimpulan dari penelitian Girio dan  serta hanya tumbuh pada media EMJH yang 
Mathias yang meneliti mengenai penggunaan Patoc I ditambahkan hemin.  Akan tetapi, peran secara pasti dari 
untuk serodiagnosis Leptospira pada babi. Bakteri kedua komponen ini belum jelas dan membutuhkan 
patogen yang digunakan yaitu Canicola, Grippothyposa, penelitian lebih lanjut yang sebaiknya mempelajari 
Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Tarassovi dan tentang hal -hal  menyangkut  b iokimia  dan 

13Woffi. transkripsional dari homoogus dua komponen sistem 
Komunikasi personal dengan Prof Solly Faine pada leptospira patogen, sebagai transport heme, 

salah satu penyusun buku Leptospira and Leptospirosis penyimpanan dan metabolisme yang sangat penting  
beliau menyatakan bahwa beberapa Leptospira patogen untuk bakteri patogen, sistem inilah mungkin yang 
dapat bereaksi dengan Patoc I pada MAT. Dengan kata berperan pada potensi untuk menjadi leptospirosis 
lain, Patoc I dapat menjadi indikator umum dari infeksi patogen. Penelitian ini ingin menunjukkan bahwa ada 
Leptospirosis. Reaksi dengan Patoc I menunjukkan kemungkinan mutasi dari Leptospira biflexa menjadi 
infeksi dengan strain bakteri Leptospira dari strain yang patogen meskipun mutasi tersebut dibuat di 

16
tidak tersedia pada "battery antigen test MAT" (strain laboratorium.   Berbagai hasil penelitian mengenai 
yang digunakan untuk MAT pada laboratorium). atau bakteri Leptosira Patoc I masih terus berkembang, dan 
reaksi dengan Patoc I menunjukkan adanya reaksi silang adanya kemungkinan perkembangan dari teori mengenai 
dengan strain yang telah didiagnosis (yang menunjukkan bakteri Leptospira Patoc I sejalan dengan perkembangan 
reaksi positif), dengan kata lain Patoc I juga bereaksi teknologi yang menunjang kegiatan penelitian. Namun 
dengan beberapa strain Leptospira patogen. Jika darah demikian kiranya uraian yang merupakan rangkaian dari 
yang diperiksa tersebut hanya positif bereaksi dengan hasil-hasil penelitian yang telah dilakukan dapat 
Patoc I, kita perlu mengetahui berapa banyak strain menjawab rasa penasaran tidak hanya bagi penulis juga 
Leptospira yang kita pakai dalam MAT yang kita bagi pembaca yang ingin mengetahuinya.
lakukan, karena reaksi dengan Patoc I besar SIMPULAN
kemungkinan menunjukkan reaksi positif dengan bakteri Berdasarkan penelusuran-penelusuran tersebut penulis 

8Kepadatan antigen disesuaikan menjadi kira  kira 2 x 10  sepasang spesimen serum berselang waktu untuk 
leptospira/ml. memperoleh serokonversi, peningkatan titer empat kali 

Serum yang akan diuji diencerkan, mula  mula 1 lipat, serta dapat menghilangkan fenomena reaksi 
: 50, lalu menjadi 1 : 200, 1:800 dan 1:3200 dengan paradoksial yang mungkin terjadi. (WHO 2003; 
phosphate-bufered saline (PBS) pH 7,4 kemudian Hartskeerl et al 2002; Levett 2003)
sebanyak 0,05 ml enceran serum tadi dimasukkan ke Hal-hal yang perlu diperhatikan dalam 
dalam lubang lempeng plastik, ditambah 0,05 ml antigen menggunakan metode MAT adalah memerlukan media 

0dan diinkubasikan selama dua jam pada suhu 37  C kultur khusus Leptospira, sulit untuk memelihara strain  
sebelum dilakukan pembacaan. Pembacaan itu sendiri strain Leptospira agar tetap hidup dan masing  masing 
dilakukan dengan memindahkan campuran antigen  kultur strain mudah tercampur satu sama lain dan sangat 
serum tadi dengan ose pada gelas objek dan diamati mudah terkontaminasi oleh Leptospira saprofit ataupun 
dengan mikroskop medan gelap pada perbesaran 100 x. bakteri lain. (Hartskeerl et al 2002). Diharapkan dengan 
Sebagai titik akhir pembacaan adalah 50 % aglutinasi. dilaksanakannya pelatihan pemeriksaan leptospirosis ini 
Serum yang menunjukkan lebih dari 50 % aglutinasi kedepannya para peneliti dan teknisi Loka litbang P2B2 
pada pengenceran akhir (1:6400) dilakukan lagi Banjarnegara mempunyai kemampuan untuk 
pemeriksaan ulang dengan enceran yang lebih tinggi. melakukan pemeriksaan Leptospira menggunakan 
Pada setiap pemeriksaan disertakan kontrol positif (0,05 metode MAT sehingga dapat membantu kelancaran 
ml enceran serum homolog + 0,05 ml antigen) dan penelitian di bidang penyakit bersumber rodensia pada 
kontrol pembacaan 50 % aglutinasi (0,15 ml PBS + 0,05 umumnya dan leptospirosis pada khususnya. 
ml antigen).

Sebagai antigen digunakan serovar-serovar 
Leptospira berumur 5-8 hari yang ditumbuhkan di dalam 
media cair EMJH (Johnson dan Harris, 1967) yang 
mewakili 15 serogroup. Kepadatan antigen yang 

8
digunakan kira  kira 2x10  Leptospira/ml. Sejumlah 
sama banyak (3 tetes, dengan pipet Pasteur) serum yang 
diperiksa dan antigen, diteteskan berturut  turut ke dalam 
satu lubang “WHO plate”, lalu diinkubasikan 2 jam pada 
suhu 37 C. Pembacaan dilakukan di bawah mikroskop 
medan gelap pada perbesaran 100x, dengan 
memindahkan suspensi serum antigen ke gelas obyek. 
Derajat pembacaan adalah menurut derajat aglutinasi 
yang terjadi, mulai dari 0 % aglutinasi sampai 100 % 
aglutinasi. Serum pada pengenceran akhir  1 :100 atau 
lebih encer yang menunjukkan 50 % aglutinasi 
dinyatakan positif. Pada setiap pemeriksaan, serum 
diperiksa dengan pemeriksaan pendahuluan pada 
pengenceran akhir serum  1 :100, serum yang 
menunjukkan > 50 % aglutinasi diperiksa lebih lanjut 
pada pengenceran akhir serum 1 : 400, 1 ; 1600 dan 1 : 
6400.

MAT dianggap  sebagai “baku emas” dalam 
serodiagnosis leptospirosis karena dapat mendiagnosis 
secara spesifik pada level serovar/serogroup dibanding 
pemeriksaan serologi lain. Tes ini menetapkan titer 
antibodi dalam spesimen serum (dengan pengenceran 
bertingkat) yang teraglutinasi bila bertemu dengan 
serovar/serogroup Leptospira yang cocok. Aglutinasi 
yang terbentuk dilihat dengan mikroskop medan gelap. 
Antibodi yang teraglutinasi dapat berupa IgM maupun 
IgG, oleh karena itu MAT tidak dapat menentukan 
apakah infeksi tersebut sedang berlangsung atau baru 
saja terjadi maupun infeksi yang telah lampau. Seperti 
tes serodiagnosis lainnya, tes ini idealnya menggunakan 
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