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ABSTRAK

Nama :  IkaNingsih
Program Studi : Iimu Biomedik
Judul »  Optimasi uji real-time PCR untuk deteksi Leprospira spp

patogen pada spesimen urin dan darah manusia

Leptospirosis adalah penyakit infeksi akut yang dapat menyerang manusia
maupun hewan yang disebabkan bakteri Leptospira spp dan digolongkan sebagai
zoonosis. Gejala klinis leptospirosis yang tidak spesifik dan sulitnya uji
laboratorium untuk konfirmast diagnosis mengakibatkan penyakit ini seringkali
tidak terdiagnosis. Oleh karena itu dalam penelitian ini dilakukan optimasi uji
diagnostik molekuler menggunakan real-fime PCR sebagai deteksi cepat, sensitif
dan spesifik untuk Leptospira patogen pada manusia. DNA bakteri di dalam
spesimen darah diekstraksi menggunakan QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen
dan spesimen urin diekstraksi menggunakan QIAamp DNA Sitool Mini
Kit,Qiagen dengan prosedur sesuai dengan petunjuk manualnya. Primer dan
probe yang digunakan berdasarkan publikasi penelitian oleh Smythe dkk, 2002,
Dari hasil uji optimasi kondisi optimal real-time PCR didapat suhu annealing
60°C, konsentrasi primer 0,9 uM dan konsentrasi probe 0,2 pM. Spesifisitas
primer diujt menggunakan DNA bakteri patogen lain. Hasil uji sensitifitas real-
time PCR untuk mendeteksi konsentrasi DNA terendah bakteri Lepfospira spp
adalah 0,75 fg/pl, hasil uji spesifisitas rea/-time PCR menunjukkan bahwa primer
yang digunakan untuk deteksi bakteri Leptospira spp tidak beraksi silang dengan
genom bakteri-bakteri uji, konsentrasi minimal DNA bakteri vang masih
terdeteksi dalam darah mencapai 150 fg/ul, sedangkan dalam urin mencapai
1470 fg/pl yang masih dapat dideteksi dengan pemeriksaan real-time PCR.
Metode real-time PCR ini dapal digunakan sebagat alternatif pemeriksaan
mikrobiologi yang cepat dan tepat untuk mendiagnosis leptospirosis.

Keywords: leptospirosis, leptospira, real-time PCR, optimasi, sensitifitas,
spesifisitas
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ABSTRACT

Name :  Tka Ningsih

Study Program  : Biomedical Science

Title :  Optimization of real-titne PCR method for the detection of
pathogenic Leptospira spp. in human urine and blood
specimens

Leptospirosis is an emerging infectious disease in human and animals caused by
Leptospira spp. and considered endemic in Indonesia due to its tropical climate.
The International Leptospirosis Society (2001) declared Indonesia has high
incidence of leptospirosis and ranked the third in the world for mortality (16.7%).
The clinical features are not specific and may result in a missed or delayed
diagnosis. The microbiology diagnostic method e.g. culture and microscopic
agglutination test (MAT) are sensitive and specific but time-consuming and high
cost. The other method to detect the antibody result false positive reactions and
need confirmation by the MAT. Therefore in this study we optimized the real-time
PCR assay, which has been used to detect a large number of microbes. It has high
sensitivity and specificity, thus making it ideal as a rapid and accurate method to
detect pathogen Lepfospira spp. in human specimens. The amplification of the
DNA control was performed optimally with the following conditions: annealing
temperature is 60°C, primer volume is 0.5p1 (final concentration: 0.9 uM); probe
volume is 0.2 pl (final concentration 0.2 pM). This method may detect the DNA
in the Mastermix Mix with the concentration of 0.75 fg/ul, however in blood
specimen the limit of detection of the DNA 150 fg/ul and in urine is 1470 fg/ul.
The primer used in this assay is not complementary with the DNA of other
pathogenic Leptospira spp. The real-time PCR assay is a rapid and accurate
method to detect pathogenic Leptospira in human specimens. Further studies are
needed to know the sensitivity and specificity of the real-time PCR assay
compared to other diagnostic methods in clinical settings.

Keyword: leptospirosis, leptospira , real-time PCR, optimization, sensitivity,
specivicity
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Leptospirosis adalah penyakit infeksi akut yang disebabkan bakteri
Leptospira patogen dan dapat menyerang manusia maupun hewan sehingga
digolongkan sebagai zoonosis. Penyakit ini masih menjadi masalah kesehatan
masyarakat, terutama di daerah beriklim tropis dan sub tropis dengan curah hujan
tinggi, khususnya di negara berkembang dengan kesehatan lingkungan yang
kurang diperhatikan seperti Indonesia Leptospirosis merupakan suatu ancaman
bagi para petani, peternak, pekerja saluran pembuangan, dokter hewan, pekera
industri perikanan dan personel militer serta diakui sebagai bahaya rekreasional
diantara para pekemah dan atlet yang terpapar air yang terkontaminasi oleh

Leptospira.'

Leptospirosis kerap disebul penvakit tikus walaupun pada kenvataannva
dapat menginfeksi anjing, kucing, harimau, musang, tupai, sapi kambing dan
mamalia laut (anjing laut, singa laut). Bakleri ini menyerang hati dan ginjal
hewan-hewan tersebut kemudian keluar bersama urin.  Sedangkan manusia dapat
terinfeksi Leptospira melalui kontak langsung dengan urin, darah atau jaringan
dari hewan menderita leptospirosis maupun carrier leptospirosis. Bakteri masuk
ke dalam tubuh manusia melalui kulit yang terluka, selaput lendir (mukosa) mulut,
mata, hidung. Penularan juga dapat terjadi jika kontak langsung dengan air,
tanah, tanaman dan makanan yang terkontaminasi oleh urin hewan terinfeksi

Leptospira. Masa inkubasi infeksi Leptospira selama 4-19 hari. >*

Secara garis besar Lepfospira terbagi menjadi dua spesies, yaitu
Leptospira interrogans vang bersifat patogen dan Leptospira biflexa yang jarang
ada kaitannya dengan infeksi pada mamalia. Pada penelitian yang telah dilakukan
oleh Levett P.N tahun 2005 telah ditemukan bermacam-macam Leptospira yang

patogen pada manusia seperti Leplospira alexanderi, Leptospira borgpetersenii,
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Leptospira interrogans, Leptospira kirschneri, Leptospira noguchii, Leptospira

santarosai dan Leptospira weilii.”

Terdapat beberapa pilihan metode pemeriksaan mikrobiologi untuk
mendukung diagnosis leptospirosis yaitu kultur, MAT (Micoscopic Agglutination
Test) dan deteksi antigen. Kultur untuk Leptospira menggunakan spesimen urin
dapat dijadikan baku emas pemeriksaan tetapi sulit dalam pelaksanaannya
sehingpa cara ini tidak rutin dilakukan untuk menegakkan diagnosis. Baku emas
yang lainnya yaitu pemeriksaan serologi dengan menggunakan metode MAT
(Microscopic Agglutination Test) yaitu suatu pemeriksaan aglutinasi secara
mikroskopis untuk mendeteksi titer antibodi pada serum penderita. Selain
menentukan titer antibodi, MAT juga dapat digunakan untuk mengidentifikasi
jenis serovar. Uji MAT ini walaupun mudah dilakukan tetapi untuk mendukung
diagnosis dibutuhkan sepasang serum, yaitu serum yang diambil pada masa akut
dan konvalesen. Selain ifu pembacaan hasil aglutinasi pada uji MAT
menggunakan mikroskop lapang gelap sehingga dibutuhkan tenaga terampil untuk

rnelakukannj,!a.1"5""‘3

Diagnosis leptospirosis juga dapat dilakukan dengan cara mendeteksi
DNA spesifik Leptospira menggunakan metode PCR baik konvensional maupun
real-time PCR yang merupakan metode vang sensitif dan spesifik serta dapat
memberikan hasil yang cepat dan akuwrat. Berbeda dengan PCR konvensional,
pada real-time PCR tehap penggandaan materi genetik dan tahap deteksi
dilakukan secara bersamaan (simultan), sehingga kita dapat melihat hasil PCR
secara cepat.  Selain itu deteksi dilakukan menggunakan pelacak bertanda
fluoresen yang memberikan sensitifitas dan spesifisitas yang tinggi karena hasil

penentuan kandungan DNA di dalam spesimen menjadi sangat akurat >

Pada tahun 2002, Smythe et al, telah mengembangkan sistem deteksi DNA
Leptospira spp dengan menggunakan metode real-time PCR. Metode yang telah
dikembangkan ini dapat diaplikasikaﬁ pada sampel darah dan urin tanpa harus
melakukan kultur bakteri. Kestabilan hasil metode real-time ini sangat
dipengaruhi oleh Kkualilas DNA (kemurnian, inhibilor) yang akan digunakan
sebagai cetakan. Salah satu faktor yang mempengaruhi kualitas DNA adalah
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metode eksiraksi DNA yang dipakai. Pada penelitian yang dipakai oleh Smythe
et al, 2002 metode ekstraksi DNA yang digunakan adalah metode konvensional
(fenol chioroform), kelemahan metode ini adalah dibutuhkan ketrampilan khusus
untuk melakukannya.!! Saat ini sudah tersedia beberapa kit untuk ekstraksi DNA
yang praktis dan efisien untuk digunakan.

Pada penelitian ini dilakukan optimasi real-fime PCR untuk deteksi dini,
sensitif, spesifik dan cepat pada infeksi yang disebabkan oleh Leprospira yang
bersifat patogen pada manusia dengan menggunakan universal primer. Meskipun
uji ini telah dilakukan dan dipublikasi namun optimasi perlu dilakukan untuk
penyesuaian metode dengan kondisi dan ketersediaan alat serta bahan di
laboratorium mikrobiologi FKUL Diharapkan uji ini dapat dimanfaatkan oleh
klinisi untuk mendukung diagnosis leptospirosis sehingga dapat menjadi dasar
tatalaksana terapi yang tepat.

1.2. TUJUAN PENELITIAN

1.2.1. Tujuan Umum

Mengembangkan sistem uji berbasis DNA untuk deteksi Leprospira spp
patogen pada manusia sebagai vji alternatif yang sensitif, spesifik dan

cepal.
1.2.2. Tujuan Khusus

1. Melakukan optimasi suhu annealing, konsentrasi primer dan
konsentrasi probe untuk mendapatkan kondisi optimal pada uji real-
time PCR

2. Mengetahui sensitifitas dan spesifisitas prAmer universal yang
digunakan pada metode real-time PCR

3. Mengetahui limit deteksi kadar DNA Leptospira spp pada spesimen
urin dan darah
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1.3. MANFAAT PENELITIAN

Penelitian: Sebagai penelitian awal yang hasilnya dapat digunakan untuk studi
berikutnya seperti epidemiologi, prevalensi dan perkembangan uji deteksi dengan
kualitas yang lebih baik.

Pendidikan: Teknologi ini dapat digunakan sebagai bahan pembelajaran praktik.

Pelayanan masyarakat; Memperoleh metode aitematif untuk mendukung
diagnosis leptospirosis dalam waktu singkat dan tepat. |

1.4. DEFINISI OPERASIONAL

1. Sensitifitas

adalah kemampuan metode real-fime PCR yang sudah dioptimasi untuk
mendeteksi kadar DNA terkecil pada spesimen uji (urin dan darah).

2. Spestifisitas

adalah kemampuan primer dan probe yang digunakan pada real-time PCR
menunjukkan spesifik komplementer dengan DNA Lepfospira spp dan
tidak komplementer dengan bakteri patogen lain yang mungkin dapat

dideteksi pada spesimen uji (urin dan darah).
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 LEPTOSPIROSIS

Leptospirosis merupakan penyakit demam akut dengan manifestasi klinik
bervariasi yang disebabkan oleh mikroorganisme Lepfospira. Leptospirosis dapat
menyerang manusia atau hewan dan digolongkan sebagai penyakit zoonosis yang
dikenal dengan nama seperti mud fever, slime fever, swamp fever, autumnal fever,
infectious jaundice, field fever dan cane cutter fever.*

Leptospirosis dikenal pertamakali sebagai penyakit akibat kerja pada
tahun 1883, Penyakit ini pertama kali dilaporkan pada tahun 1886 oleh Adolf
Weil yang mengungkapkan manifestasi klinis yang terjadi pada 4 penderita yang
mengalami penyakit kuning yang berat, disertai demam, perdarahan dan gangguan
ginjal. Penyakit dengan gejala tersebut di atas oleh Goldsmith tahun 1887 disebut
sebagai “ Weils's Disease”'™  Mikroba penyebab penyakit Weil’s yaitu
Spirochaeta icterohaemorrhagiae, diisolasi untuk pertama kalinya pada tahun
1915 oleh Inada di Jepang. Kemudian, pada tahun 1918, penyebab spesifik
Nanukayami atau tujuh hari demam yaitu Spirochaeta hebdomadis ditemukan
oleh Ido dkk. Sebelum Perang Dunia II laboratorium khusus untuk identifikasi
strain Leptospira didirikan di laboratorium Schuffner, Amsterdam dan di
Laboratorium Mochtar, Batavia unfuk melakukan perelitian serologi dengan
Absorprion Test,"> Penyakit ini telah tersebar ke seluruh dunia dengan risiko
finggt adalah Kepulauan Karibia, Amerika Tengah dan Selatan, Asia Tenggara
dan Kepulauan Pasifik. Penyakit ini masih menjadi masalah kesehatan
masyarakat, terutama di daerah beriklim tropis dan sub tropis dengan curah hujan
yang tinggi khususnya di negara berkembang dengan higiene yang kurang
diperhatikan. International Leptospirosis Society menyatakan Indonesia sebagai
negara insiden leptospirosis tinggi dan peringkat tiga di dunia untuk mortalitas
(16,7%).5%12
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2.2. LEPTOSPIRA
2.2.1. Etiologi

Leptospirosis disebabkan bakteri Gram negatif dari genus Leprospira,
famili Leptospiraceae dan ordo Spirochaetales yang berbentuk spiral, tipis, lentur
dengan panjang 10-20 pm dan tebal 0,1 pm serta mempunyai kait berupa
flagellum periplasmik, bergerak maju mundur dengan gerakan memutar sepanjang
sumbunya. Gerakannya dapat dilihat dengan mikroskop lapang gelap atau
mikroskop fase kontras (Gambar 1)."*
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Gambar 1. Bakteri Leptospira (Sumber: DepKes, 2003)

Bakteri Leptospira juga dapat dilihat dengan mikroskop cahaya dengan
terlebih dahulu dilakukan pewamaan Gram yang menggunakan karbol fukhsin
sebagai pulasan. Selain itu dapat dipakai pewarnaan Romanowsky dan pewamaan

perak yang hasilnya lebih baik bila dibandingkan dengan pewarnaan Gram."*

Bakteri Lepfospira bersifat aerob obligat dan tumbuh pada suhu
pertumbuhan antara 28-30°C. dapat tumbuh di dalam media dasar yang diperkaya
dengan vitamin, asam lemak rantai panjang sebagai sumber karbon dan garam
amonium. Famili Leptospiraceae hanya terdiri dari tiga genera yaitu : Leptonema,
Turmeria dan Leptospira. Genus Leptospira terdini dari 2 spesies yaitu
Leptospira interrogans yang merupakan bakteri patogen dan Lepfospira biflexa
adalah saprofitik. Leptospira interrogans dibagi menjadi serogrup dan serovar

berdasarkan klasifikasi secara serologi (Tabel 1),V
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Tabel 1. Serogrup dan beberapa serovar Lepfospira interrogans sensu lato
(Sumber: Kusmiyati dkk, 2005)

Serogrup

Serovar

L. icterchacmorrigiac
Hebdomadis
Autumnalis
Pyrogenes
Batavize
Grippotyphosa
Canicola
Australis
Pomona
Javanica
Sejroc
Panama
Cynopteri
Djasiman
Sarmin
Mini
Tarassovi
Ballum
Celledoni
Louisiana
Ranarum
Manhao
Shermani

Hurstbridge

icterohaemorrhagiae, copenhageni, lai, Zimbabwe
hebdomadis, jules, krematos
autumnalis, fortbragg,bbim, weerasinghe
Pytogenes

Bataviae

grippotyphosa, canal zonae ratnapura
Canicola

australis, bratislava, lord

Pomona

Javanica

sgjroe, saxcoebing, hardjo

panama, mangus

Cynopteri

Dijasiman

Sarmin

mini, Georgia

Tarassovi

ballum, aroborea

Celledoni

Louisiana, lanka

Ranarum

Manhao

Shermani

Hurstbridge

Pada kiasifikasi terbaru L. interrogans dibagi menjadi 7 spesies vaitu L.

interrogans, L. weilii, L. santarosail, L. noguchii, L. borgpetersenii, L. inadai, L.
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kirschneri dan 5 spesies yang tidak beriitel yaitu spesies 1, 2, 3, 4, dan 5

sedangkan L. biflexa dibagi menjadi S spesies baru.**!

Dalam beberapa penelitian terdahulu berdasarkan susunan DNAnva
dikelompokkan menjadi 7 spesies patogen yang terdiri dari lebih 250 varian
serologi (serovar). Leplospira dapat menginfeksi sekurangnya 160 spesies
mamalia dianfaranya adalah tikus, babi, anjing, kucing, rakun, lembu dan
mamalia lainnya>! Reservoar paling utama ditemukan di seluruh dunia adalah
binatang pengerat dan tikus. Di Amerika yang paling utama adalah anjing, temak,
tikus, binatang buas dan kucing. Berberapa serovar dikaitkan dengan beberapa
binatang, misalnya L. pomona dan L. interrogans terdapat pada lembu dan babi,
L. grippotyphosa pada lembu, domba, kambing, dan tikus, L. ballum dan L.
icterohaemorrhagice pada tikus dan L. canicole pada anjing. Beberapa serotipe

yang penting lainnya adalah L. autumnalis, L. hebdomidis, dan L. australis.''®

2.2.2, Transmisi
Penularan penyakit ini melalui tikus, babi, sap.i, kambing, kuda, anjing,
serangga, burung, landak, kelelawar, tupai, dll. Di Indonesia, penularan paling
sering terjadi melalui tikus pada kondisi banjir. Keadaan banjir menyebabkan
adanya perubahan lingkungan seperti banyaknya genangan air, lingkungan
menjadi becek, berlumpur, serta banyak timbunan sampah yang menyebabkan
mudahnya bakteri Lepfospira berkembang biak. Urin tikus terbawa banjir
kemudian masuk ke tubuh manusia melalui permukaan kulit yang terluka, selaput
lendir mata dan hidung. Tikus merupakan reservoar dan sekaligus penyebar utama
leptospirosis karena bertindak sebagai inang alami dan memiliki daya reproduksi
tinggi, Beberapa hewan lain seperti sapi, kambing, domba, kuda, babi, anjing
dapat terserang leptospirosis, tetapi potensi menularkan ke manusia tidak sebesar
tikus, 1
Leptospirosis kerap disebut penyakit tikus walaupun pada kenyataannya
tidak hanya tikus yang membawa bakten Lepiospira tetapi juga anjing, kucing,
harimau, musang, tupai, sapi, kambing, mamalia laut (anjing laut dan singa laut).
Bakteri ini menyerang liver dan ginjal hewan-hewan tersebut kemudian keluar

bersama urin."'32!
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Manusia dapat terinfeksi Leptospira melalui kontak langsung dengan urin,
darah atau jaringan dari hewan karier leptospirosis. Bakteri masuk ke dalam tubuh
manusia melalui kulit yang terluka, selaput lendir (mukosa) mulut, mata, hidung.
Penularan juga dapat terjadi jika kontak langsung denpan air, tanah, lumpur,
tanaman atau makanan yang terkontaminasi oleh wurin hewan terinfeksi
Leptospira. Masa inkubasi infeksi Leptospira selama 4-19 hari. Sikius penularan
leptospirosis dilukiskan pada (Gambar 2) 51517182030

Proyahit akwt pads bewean

« keguguran
- infeksi kongenmitaf

Gambar 2. Siklus penularan leptospirosis (Sumber: Kusmiyati et al, 2005)

Gejala klinis leptospirosis yang tidak spesifik dan sulitnya ujt laboratorium
untuk konfirmasi diagnosis mengakibatkan penyakit ini seringkali tidak
terdiagnosis karena gejala klinisnya sangat menyerupai malaria, demam berdarah,
hepatitis, meningitis, demam enterik dan banyak penyakit lainnya yang bercirikan
demam, sakit kepala dan miaigia. Hal ini akan berakibat pada keterlambatan

penatalaksanaan penderita yang dapat memperburuk prognosis.>5!%3
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2.2,3, Patogenesis

Di Indonesia, penularan paling sering melalui tikus. Air kencing tikus
terbawa banjir kemudian masuk ke tubuh manusia melalui permukaan kulit yang
terfuka, selaput lendir mata dan hidung. Bisa juga melalui makanan atau minuman
yang terkontaminasi urine tikus yang terinfeksi Leptospira. Sejauh ini tikus
merupakan reservoar dan sekaligus penyebar utama leptospirosis. Beberapa
hewan lain seperti sapi, kambing, domba, kuda, babi, anjing dapat terserang
leptospirosis, tetapi potensi menularkan ke manusia tidak sebesar tikus.
Leptospirosis tidak menular langsung dari pasien ke pasien. Masa inkubasi
leptospirosis 2 - 26 hari. Sekali berada di aliran darab, bakteri ini bisa menyebar
ke seluruh tububh dan mengakibatkan gangguan khususnya hati dan ginjal. Di
ginjal bakteri akan migrast ke interstitium, tubuius renal, dan tubular umen
menyebabkan nefritis interstitial dan nekrosis tubular, Gagal ginjal biasanya
karena kerusakan tubulus, hipovolemia karena dehidrasi dan peningkatan
permeabilitas kapiler. Gangguan hati berupa nekrosis sentrilobular dengan
proliferasi sel Kupffer menyebabkan ikterus. Lepfospira juga dapat menginvasi
otot_skeletal menyebabkan edema, vakuolisasi miofibril dan nekrosis fokal.
Gangguan sirkulasi mikro muskular dan peningkatan permeabilitas kapiler dapat
menyebabkan kebocoran cairan dan hipovolemi sirkulasi. Pada kasus berat seperti
pada disseminated vasculitic syndrome dapat terjadi kerusakan endotelium
kapiler. Pada paru dapat terjadi kerusakan alveolar dan interstitial vaskular yang
mengakibatkan hemoptu. Leprospira juga dapat menginvasi akuos humor mata
dan menetap dalam beberapa bulan, sering mengakibatkan uveitus kronis dan
berulang. Meskipun komplikasi berat dapat terjadi, lebih sering dijurmpai self
limiting disease. Respon imun sistemik dapat mengeliminasi bakteri, tetapi dapat
memicu reaksi inflamasi yang dapat mengakibatkan secondary end-organ injury.
Untuk lebih jelasnya patogenesis Leptospira dapat dilihat pada Gambar 3.%¢7%
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Bakteri masuk melalui luka di kulit. konjungtiva, selaput mukosa utulr

il

Multiplikasi bakteri dan menvebar melalui aliran darah

U

Kerusakan endotel pembuluh darah kecil: ekstravasasi sel dan perdarahan

g

Perubahan patologi di organ/jaringan

Ginjal  : Nefritis interstisial sampai nekrosis tubulus. pendarahan

Hati : Gambaran non spesifk sampai nekrosis sentrilobular disertai
hipertrofil dan hiperplasia sel kupffer

Paru : Inflamasi intertistal sampai perdarghan paru

Otot lurik : Nekrosis fokal

Jantung  : Petekie. endokarditis akut. miokarditis toksik

Mafta - Dilatasi pembuluh darah. uveitis. iritis.iridosiklitis

Gambar 3. Patogenesis Leptospiresis (Sumber: Depkes, 2003)

Infeksi ginjal pada berbagai spesies hewan bersifat kronis dimana terjadi
pembuangan sejumlah besar Leprospira di dalam urin yang menyebabkan
transmisi pada manusia. Manifestasi klinis leptospirosis bermacam-macam seperti
terlihat pada Tabel 2.4%

11 Universitas Indonesia

Optimasi uji..., Ika Ningsih, FKUI, 2011



Tabel 2.Manifestasi klinis leptospirosis sesuai serovar (Sumber: Melnick J

et al, 2007)
Leptaospira Sumber Penyakit Temuan Distribusi
interrogans Infeksi pada Klinis
Serovar manusia
autumnalis Tidak Demam Demam, Amerika
diketahui  pretibial ruam pada Serkat,
atau demam tibia Jepang
Foot Bragg
ballum Kutu - Demam, Amerika
ruam Serikat,
jaundice Erop, Israel
bovis Sapi, - Demam, Amerika
Voles prostasi Serikat,
Israel, Australia
canicola Urin, Infeksi pada Sakit Seluruh dunia
Anjing jaundice seperti flu,
meningitis
aseptik
grippotyphosa Tikus, Air Demam Demam, Eropa,Amerika
Marsh prostasi, Serikat, Afrika
aseptik
meningitis
hebdomadis Tikus, Demam Demam, Jepang, Eropa
Kutu tujuh hari Ikterus
icterohaemorragiae  Urin tikus, Penyakit Ikterus, Seluruh dunia
Air Weil’s aseptik
meningitis,
hemorragik
mitis Babi Penyakit aseptik Australia
Swineherd’s meningitis
pomona Babi, Sapi Penyakit Demam, Eropa,
Swineherd’s prostasi, Amerika
asepiik Serikat,
meningitis  Australia
2.2.4. Manifestasi Klinis

Manifestasi klinis infeksi leptospirosis sangat bervariasi dan kadang
asimtomatis, sehingga sering terjadi salah dalam mendiagnosis. Hampir 15-40%
penderita yang terpapar infeksi tidak mengalami gejala tetapi menunjukkan hasil
pemeriksaan serologi positif. Masa inkubasinya 2 sampai 26 hari dengan rerata
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10 hari. Menurut keparahan penyakit, leptospirosis dibagi menjadi ringan dan

berat tetapi untuk pendekatan diagnosis klinis dan penanganannya beberapa ahli

membagi penyakit menjadi leptospirosis anikterik dan ikterik. Perjalanan

penyakit leptospirosis anikterik maupun ikterik umumnya bifasik karena

mempunyai 2 fase/stadium yaitu fase leptospiremia/fase septikemia dan fase imun

yang dipisahkan oleh periode asimptomatik (Tabel 3).5%°

Tabel 3. Perbedaan gambaran klinis Leptospirosis anikterik dan ikterik

(Sumber:Depkes, 2003)
Sindrome, Fase Gambaran kinis Spesimen
laboratorfum
Leptospirosis
anikterik
Fase leptospiremia (3-7 A3 . )
hari) Demam tinggi, nyeri kepala, | Darah,Cairan
mialgia, nyeri perut, mual, muntah, | serebrospinal
conjunctival suffusion
Fase imun (3-30 hari) { Demam ringan, nyeri kepala, 1
muntah, meningitis aseptik Urin
Leptospirosis ikterik
Fase leptospiremia dan | Demam, nyeri kepala, mialgia, Darah, Cairan
fese imun (sering | ikterik, gagal ginjal, hipotensi, serebrospinal,
menjadi  satu  atau [ manifestasi perdarahan, lekositosis, | Urin

tumpang tindih)

pneumonitis hemoragik

2.2.5. Epidemiologi

Penyakit ini dapat menyerang semua usia, tetapi sebagian besar berusia

antara 10-39 tahun, Sebagian besar kasus terjadi pada laki-laki usia produktif,

kemungkinan karena golongan tersebut memiliki faktor risiko tinggi tertular

penyakit ini. !
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Kasus leptospirosis pada umumnya adalah underdiagnosed, unrreported
dan underreported karena beberapa laporan menunjukkan gejala asimtomatis dan
gejala ringan, self limited, dan diagnosis yang salah. Di Amerika Serikat (AS)
tercatat sebanyak 50 sampai 150 kasus leptospirosis setiap tahun sebagian besar
atau sekitar 50% terjadi di Hawai. Di Indonesia penyakit demam akibat banjir
sudah sering dilaporkan di daerah Jawa Tengah seperti Klaten, Demak atau
Boyolali. Beberapa tahun terakhir di daerah banjir seperti Jakarta dan Tangerang
juga dilaporkan terjadinya penyakit ini. Jumlah kasus leptospirosis di DKI Jakarta
akibat banjir besar yang terjadi tahun 2002 mencapai 113 kasus leptospirosis dan
20 orang diantaranya meninggal. Pada tahun 2003 berdasarkan data Dinas
Kesehatan DKI Jakarta tercatat ada 49 kasus. Setahun kemudian ditemukan 44
kasus, sedangkan untuk tahun 2005 dan 2006 dilaporkan masing-masing 59 kasus
dan 9 kasus. Bakteri Lepfospira juga banyak berkembang biak di daerah pesisir
pasang surut seperti Riau, Jambi dan Kalimantan. Pada tabun 2006 diketahui
bahwa lima kabupaten/kota di propinsi Nangro Aceh Darussalam yailu Aceh
Tamiang, Aceh Timur, Langsa, Lhokseumawe dan Aceh Utara telah ditemukan 49
orang yang terdeteksi oleh penyakit leptospirosis. Berdasarkan data dinas
kesehatan Bantul, kasus leptospirosis tahun 2009 tercatat 9 kasus, satu orang
diantaranya meninggal. Pada tahun 2010 sebanyak 45 warga Bantul di
Yogyakarta terkena leptospirosis,lima diantaranya meninggal dunia. Angka
kematian akibat leptospirosis  tergolong tinggi mencapai  5-40%.%%
Leptospirosis yang terjadi pada anak balita, orang lanjut usia dan pendenta
immunocompromised mempunyai resiko tinggl terjadinya kematian, Penderita
yang berusia di atas 50 tahun memiliki risiko kematian lebih besar yaitu bisa
mencapai 56 persen. Pada penderita yang sudah mengalami kerusakan hati yang
ditandai selaput mata berwama kuning, risiko kematiannya lebih tinggi lagi.'®

Paparan terhadap pekerja diperkirakan terjadi pada 30-50% kasus.
Kelompok yang berisiko utama adalah para pekerja pertanian, peternakan, penjual
binatang, bidang agrikultur, rumah jagal, tukang ledeng, militer, dan lain-lain.
Ancaman berlaku juga bagi yang mempunyai hobi melakukan aktivitas di danau
atau sungai seperti berenang atau rafting. Meskipun penyakit ini sering terjadi
pada para pekerja, ternyata dilaporkan peningkatan sebagai penyakit saat rekreasi.
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Aktifitas yang berisiko meliputi perjalanan rekreasi ke daerah tropis seperti
berperahu kano, mendaki, memancing, selancar air, berenang, ski air, berkendara
roda dua melalui genangan, dan kegiatan olahraga lain yang berhubungan dengan
air yang tercemar. Berkemah dan bepergian ke daerah endemik juga
menambahkan risiko,?

Iklim yang sesuai untuk perkembangan Lepfospira adalah udara yang
hangat, tanah yang basah dan pH alkalis, kondisi ini banyak ditemukan di negara
beriklim tropis. Oleh sebab itu, kasus leptospirosis 1000 kali lebih banyak
ditemukan di negara beriklim tropis dibandingkan dengan negara subtropis
dengan risiko penyakit yang lebih berat. Angka kejadian leptospirosis di negara
tropis basah 5-20/100.000 penduduk per tahun Organisasi Kesehatan Dunia
(World Health Organization/'WHO) mencatat, kasus feptospirosis di daerah
beriklim subtropis diperkirakan begjumlah 0.1-1 per 100.000 orang setiap tahun,
sedangkan di daerah beriklim tropis kasus ini meningkat menjadi lebih dari 10 per
100.000 orang setiap tahun. Pada saat wabah, sebanyak lebih dari 100 orang dari
kelompok berisiko tinggi di antara 100.000 orang dapat terinfeksi.

2.3. SPESIMEN UNTUK PEMERIKSAAN MIKROBIOLOGI

Saat pengambilan sampel sangat tergantung pada fase infeksi penyakit,
Lepiospira biasanya berada di dalam peredaran darah penderita kira-kira 10 hari
setelah terjadi inleksi, Lepfospira juga ditemukan pada cairan tubuh yang lain
seperti, urin, cairan serebrospinal beberapa har sesudah serangan penyakit dan
pada saat yang bersamaan juga bakteri ini masuk ke organ dalam penderita. Titer
antibodi yang dapat dideteksi kira-kira 5-10 hari sesudah serangan penyakit,
kadang-kadang lebih lama bila pendenita sudah mendapat pengobatan

antibiotika."*
Jenis sampel yang sering digunakan adalah'*:

1. Darah yang diambil 10 hari pertama sakit yang dicampur heparin
digunakan untuk pemeriksaan biakan. Darah untuk biakan sebaiknya
diambii lidak lebih 10 hart sesudah serangan penyakit karena Leprospira
sudah menghilang dari peredaran darah.
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2. Darah beku atau serum untuk pemeriksaan serologi. Sampel ini sebaiknya
diambil dua kali dengan selang wakiu beberapa hari yaitu saal serangan
penyakit dan masa konvalesen.

3. Urin untuk biakan. Urin diinokulasi ke dalam media biakan dalam waktu
tidak lebih dari 2 jam sesudah pengambilan.

4. Sampel postmortem (sesudah meninggal). Pengambilan sampel ini adalah
sangat penting dan diusahakan untuk mengambil dari berbagai organ
dalam termasuk otak, cairan serebrospinal, cé.iran mata, paru, ginjal, hati,
jantung dan darah yang berada di dalam jantung untuk pemeriksaan
serologis.

5. Sampel cairan serebrospinal dan dialisat digunakan untuk biakan.

2.4, PEMERIKSAAN LABORATORIUM

Pemeriksaan mikrobiclogi sangat perlu untuk menegakkan diagnosis
penyakit leptospirosis secara dini dengan cepat dan tepat. Manfaat pemeriksaan
laboratorium adalah untuk memastikan diagnosis leptospirosis karena penyakit ini
secara klinis sangat sulit dibedakan dengan penyakit lain dan dapat menentukan
jenis serogrup-serovar penyebab infeksi yang dapat dipunakan untuk mengetahui

sumber penularan.™*!

Terdapat banyak pilihan metode pemeriksaan mikrobiologi untuk
mendukung diagnosis leptospirosis yaitu terdiri dari pemeriksaan secara langsung
untuk mendeteksi keberadaan bakteri Leprospira atau antigennya seperfi kultur,
mikroskopik, PCR (polimerase chain reaction) dan pemeriksaan secara tidak
langsung melalut pemeriksaan antibodi terhadap bakteri Leprospira sepert
Microscopic Agglutination Test (MAT), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Uji penyaring).%’ Diagnosis leptospirosis dapat dibagi dalam tiga
klasifikasi yaitu :

1. Suspek, bila ada gejala klinis tanpa dukungan uji laboratorium

2. Probable, bila gejala klinis sesuai leptospirosis dan hasil uji serologi penyaring
positif

3. Definitif, bila hasil pemeriksaan laboratorium langsung positif atau gejala klinis
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sesuai dengan leptospirosis dan hasil wji MAT/ELISA menunjukkan adanya

serokonversi.

2.4.1. Pemeriksaan tidak langsung/serologi

Scbagian besar kasus leptospirosis didiapgnosis dengan uji serologi.
Antibodi dapat dideteksi di dalam darah 5-7 hari sesudah munculnya gejala. Ada
beberapa metode serologis yang dapat digunakan antara lain:

2.4.1.1. Microscopic Agglutination Test (MAT)

Pendekatan diagnostik yang paling sering digunakan untuk leptospirosis
adalah pendekatan diagnostik serologi. Micrascopic Agglutination Test (MAT)
merupakan baku emas uji serologis yang digunakan di laboratorium ryjukan
karena derajat sensitifitas dan spesifisitasnya vang tinggi dan dapal
mengidentifikasi jenis serovar. Uji MAT merupakan sebuah uji yang rumit yang
membutuhkan panel besar yang terdiri atas suspensi sel hidup untuk memberikan
cakupan yang memadai dari keragaman antigenik yang terdapat dalam wilayah
pengujian tertentu. Sampel untuk pemeriksaan MAT sebaiknya diambil secara
serial dengan rentang waktu 1-2 minggu dan sampel pertama diambil saat pasien
datang berobat. Pemeriksaan sampel harus dilakukan di laboratorium yang sama
dan sisa spesimen pertama diperiksa lagi bersama spesimen kedua agar dapat
dilakukan perbandingan titer antara spesimen pertama dan kedua. Pengujian
MAT ini membutuhkan sepasang serum untuk dapat membedakan infeksi akut
dan infeksi kronik. Adanya peningkatan titer empat kali dari sepasang serum
menandakan infeksi leptospirosis akut. Selain membutuhkan sepasang serum,
aglutinasi pada uji MAT harus dilihat dibawah mikroskop lapang gelap sehingga
membutuhkan tenaga terampil untuk melakukannya. Oleh karena itu interpretasi
hasilnya masih sangat sulit tanpa spesimen berpasangan yang dikumpulkan pada
wakiu yang tepat dan hasilnya biasanya tidak tersedia cukup cepat untuk bisa
berguna bagi penatalaksanaan pasien "5

Microscopic Agglutination Test (MAT) adalah pemeriksaan aglutinasi
mikroskopik untuk mendeteksi titer aniibodi aglulinasi yang terdiri dari IgM atau
IgG. Prinsip uji MAT adalah serum penderita diencerkan secara serial kemudian
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dicampur dengan suspensi bakteri Lepfospira hidup lalu di inkubasi pada suhu
ruangan selama 1,5 jam. Setelah diinkubasi reaksi antigen dan antibodi diperiksa
di bawah mikroskop lapangan gelap untuk melihat aglutinasi dengan pembesaran
x100. Titer yang dilaporkan dihitung sebagai kebalikan dari pengenceran
tertinggi serum yang mengaglutinasi paling sedikit 50% sel-sel untuk masing-
masing serovar yang digunakan Untuk evaluasi ini titer spesimen sebesar > 200

dianggap positif.

Metode ini dipakai sebagai metode referensi untuk mengembangkan
tehnik lain dengan membandingkan sensitifitas, spesifisites dan akurasi. MAT
sering mengalami beberapa kendala terutama di negara yang sedang berkembang
karena memerlukan banyak jenis serovar, tenaga ahli yang berpengalaman dan
memerlukan fasilitas biakan untuk memelihara bakteri Leptospira. Sampai saat ini
serovar Leptospira yang beredar di Indonesia belum seluruhnya diketahui secara
pasti. Oleh karena itu diperlukan penelitian untuk mengetahui seluruh serovar
yang beredar di Indonesia sehingga antigen yang digunakan sesuai dengan serovar
yang beredar untuk menperoleh hasil MAT yang lebih tepat dan menghindari hasil
negatif palsu. Kelemahan MAT adalah memerlukan fasilitas biakan untuk
memelihara bakteri Leptospira, pemeriksaannya sulit dan lama. Keuniungan
MAT adalah dapat memberikan gambaran umum tentang serovar yang ada di
dalam populasi dan merupakan uji yang cukup baik untuk serosurvei

epidemiologi 674122

Pemeriksaan MAT sangat komplek sehingga perlu dikembangkan sistemn
pemeriksaan antibodi Lepfospira yang lebih mudah dan cepal.  Saat ini telah
dikembangkan beberapa alternatif untuk pengujian MAT yang tersedia di pasaran
seperti JgM-ELISA, IgM-Dipstick assay (LDS) dan Indirect Hemagglutination
Assay JHA). Evaluasi uji serologis untuk diagnosis leptospirosis yang tersedia di
pasaran telah dilakukan oleh Bajani MD et al., 2003. Evaluasi ini menunjukkan
bahwa pengujian tersebut memiliki sensitifitas dan spesifisitas yang berbeda
Hasil studi tersebut tentunya dapat membantu laboratorium, khususnya yang tidak
memiliki kapasitas menyimpan MAT dan harus memilih pengujian yang cocok
bagi penyaringan sampel serum dari dugaan kasus leptospirosis.”
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2.4.1.2, IgM-ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbeint Assay)

Ujt ELISA sangat populer dan uji ini dapat mendeteksi antibodi IgM dan
kadang-kadang juga dignnakan untuk mendeteksi antibodi IgG. Adanya antibodi
IgM merupakan pertanda adanya infeksi baru Leptospira atau infeksi yang tefjadi
beberapa minggu terakhir sedangkan antibodi IgG untuk infeksi terdahulu.

Ujt ELISA cukup sensitif untuk mendeteksi infeksi oleh Leprospira
dengan cepat pada fase akut dan uji ini dapat mendeteksi antibodi IgM yang
muncul pada minggu periama sakit sehingga cukup efektif untuk mendiagnosis
penyakit. Uji ELISA dilakukan seswai prosedur standar pabrik pembuatnya
dengan menggunakan lempeng mikrotiter bersumur 96 yang dilapisi antigen
bakteri Leptospira. Ikatan konjugasi dideteksi menggunakan tetramethylbenzine
sebagai substrat dan perubahan warna dibaca menggunakan microplate reader
dengan panjang gelombang 450 nm. Sampel serum dinyatakan positif jika
mempunyai angka indeks lebih dari 11, equivocal bila angka indek diantara 9 dan
11 dan negatif jika angka indek kurang dan 9. Kelemahan uji ELISA adalah
kurang spesifik bila dibandingkan dengan uji MAT karena dapat terjadi reaksi
silang pada penyakit lain dan tidak dapat menentukan jenis serovar sehingga harus

dikonfirmasi dengan uji MAT.%7
2.4.1.3. IgM Dipstick assay (LDS)/Lepto Dipstick Assay

Lepto Dipstick Assay dapat mendeteksi bakten1 Leprospira spesifik
imunoglobulin M dalam serum. Metode ini sederhana, relatif praktis dan cepat
karena hanya memerlukan waktu antara 2,5 sampai 3 jam. Peralatannya terdiri
dari tabung reaksi, reagen, pita celup dipstick dan pemusing untuk memproses
serum pasien. Pemeriksaan ini tidak memerlukan tempat khusus seperti MAT dan
relatif aman karena menggunakan antigen bakteri Lepiospira vang telah difiksasi
dan dilekatkan pada pita celup. Pemeriksaan dilakukan dengan mencampur 5 pl
serum dan 250 pl antigen. Pita celup direndam dalam cairan dipstick selama satu
menit dan diinkubasi selama tiga jam pada suhu kamar, kemudian dibilas dengan
air, dikeringkan dan dibaca hasilnya. Intensitas pewamaan pita reaksi dibaca

secara visual dan dinilai dari 1 hingga 4 dengan diagram rujukan berwama.
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Intensitas pewarnaan senilai 2 atau lebih diinterpretasikan positif. Hasil evaluasi
Lepto Dipstick Assay di 22 negara termasuk Indonesia menunjukkan sensifitas

84,5%, spesifisitas 87,5%. Uji ini tersedia secara komersiaf,*"*

o -, u T
HERSH-EES R S-S

Gambar 4: Uji IgM Dipstick assay (LDS)/Lepto Dipstick Assay
(Sumber:Depkes,2003)

2.4.1.4. Leptotek Dri Dot

Leptotek Dri Dot berdasarkan aglutinasi partikel lateks, harganya lebih
murah pengerjaannya praktis dan cepat karena hasil dapat dilihat dalam 30 detik.
Uji ini merupakan reaksi aglutinasi untuk mendeteksi antibodi aglutinasi seperti
MAT. Pemeriksaan dilakukan dengan meneteskan 10 pl serum menggunakan
pipet pada kertas aglutinasi dan dicampur dengan reagen. Hasil dibaca setelah 30
detik dan dinyatakan positif bila ada aglutinasi %’

Pocitham raegh *
streAg SQalubnation
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Gambar S: Uji Leptorek Dri Dot (Sumber: Depkes,2003)
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2.4.1.5. Indirect Hemagglutination Assay (IHA)

Pemenksaan [Indirect Hemagglutination Assay dikembangkan oleh
Communicable Disease Control (CDC). Metode ini tersedia secara komersial,
Serum pasien sebanyak 50 ul diencerkan kemudian dicampur dengan 25 ul
antigen pada sumur mikrotiter selanjutnya diinkubasi pada subu 25°C selama 1
hari. Reaksi agglutinasi dibaca pada skala +1 sampai +4. Kontrol positif dan
negatif juga diuji. Titer dicatat sebagai angka kebalikan dari pengenceran
tertinggi serum yang menunjukkan aglutinasi +2. Hasilnya diinterpretasi sesuai
dengan rekomendasi pabrik. Titer sebesar > 50 dianggap positif. Pemeriksaan

ini mempunyai sensitifitas 79% dan spesifisitasnya 95,8%.%
2.4.2. Pemeriksaan Langsung
2.4.2.1. Kultur/Biakan

Spesimen dari penderita dibiakkan pada media pertumbuhan seperti
Vervoort, Noguchi, Fletcher, Ellinghausen, McCullough, Johnson dan Harris
(EMJH) untuk memperbanyak bakteri. Hasil optimal bila spesimen seperti darah,
urin, cairan serebrospinal segera ditanam ke media dan selanjutnya diinkubasi
pada suhu 28-30°C, pertumbuhan koloni bakteri dapat dilihat secara berkala
selama + 13 minggu. Metode ini membutuhkan waktu cukup lama, mahal,
memerlukan tenaga ahli yang berpengalaman dan sensitifitasnya rendah. Biakan
bakteri memerfukan media yang kompleks dan rumit serta harus mengandung
perangsang pertumbuhan dan antibiotika unfuk menekan pertumbuhan
kontaminan. Masa pertumbuhan bakter: ini cukup panjang yaitu 6-8 jam/siklus

sehingga tidak mungkin dipakai mendiagnosis leptospirosis secara dini.?°

Infeksi Leptospira pada hewan dan manusia diperkirakan terjadi sangat
singkat. Biasanya bakteri ditemukan di dalam darah selama 8 hari dan pertama
sakit. Oleh karena itu darah diambil secepat mungkin. Pemberian antibiotik
dapat mempengaruhi keberhasilan isolasi bakteri. Cairan serebrospinal untuk
biakan harus diambil pada minggu pertama sakit. Sampel urin diambil pada
minggu kedua sakit. Masa hidup Leptospira dalam urin sangat terbatas. Urin
harus cepat diproses dengan sentrifugasi, sedimen yang diperoleh diresuspensi ke
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dalam phoephate buffer saline/PBS (untuk menefralisasi pH), kemudian
diinokulasi ke dalam medium dan diinkubasi pada temperatur 28°C-30°C diamati

setiap minggu.zr’
2.4.2.2. Mikroskopik

Pemeriksaan bakteri secara langsung dengan mikroskop dapat digunakan
untuk menegakkan diagnosis leptospirosis secara pasti. Leplospira dari spesimen
klinik dapat dilihat secara langsung menggunakan mikroskop lapangan gelap atau
menggunakan mikroskop cshaya setelah preparat bakteri diwamai dengan
pewarnaan yang sesual. Dari hasil penelitian, sensitifitas pemeriksaaan
mikroskopis lapangan gelap 40,2% dan spesifisifasnya 61,5%. Keuntungan
pemeriksaan ini adalah dapat digunakan untuk mengamati Leptospira dalam
bigkan terutama bila bakteri dalam jumlah banyak dan untuk mengamati
aglutinasi pada pemeriksaan Microscopic Agglutination Test (MAT). Kelemahan
pemeriksaan mikroskopik adalah sulitnya membedakan bakteri Leprospira dengan
artefak, bila jumlah bakteri sedikit Leptospira sulit ditemukan, pemeriksaan ini
seringkali memberikan hasil yang keliru karena adanya fibrin atau protein yang
kelihatan bergerak dan berwama coklat (Brownian motion) menyerupai bakteri
Leprospira dan pemeriksaan ini juga memerlukan tenaga ahli berpengalaman.
Walaupun pemeriksaan ini merupakan uji yang cepat tetapi fidak disarankan
digunakan sebagai prosedur tunggal untuk mendiagnosis leptospirosis.”

2.4.2.3. Polimerase Chain Reaction (PCR)

Pemeriksaan molekuler dengan PCR untuk mendeteksi DNA bakteri
Leptospira spesifik dapat dilakukan dengan memakat primer khusus seperti Lepto
F (5° "' CCCGCGTCCGATTAG 3°), Lepto R (5°® TCCATTGTGGCCGR ¢
ACAC 3’) yang dapat mengenali semua strain patogen. Metode ini sangat berguna
untuk mendiagnosis leptospirosis terutama pada fase awal penyakit. Alat ini
dapat mendeteksi Loprospira beberapa hari setelah munculnva gejala penyvakit.
Metode PCR bermanfaat untuk meningkatkan akurasi survei epidemiologi untuk
mencari angka insiden penyakit khususnya di daerab tropis. Keuntungan
pemeriksaan ini adalah lebih sensitif, spesifik dan cepat serta baik bila
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dibandingkan dengan wji serologi dan biakan/kultur. Kelemahannya adalah
bahwa uji inl memerlukan peralatan yang relati{ meahal dan tenaga shli, disamping
itu PCR dapat memberikan hasil positif palsu apabila terkontaminasi oleh DNA
dari luar spesimen atau dapat memberikan hasil negatif palsu karena spesimen

klinik yang diperiksa sering mengandung inhibitor seperti heparin dan saponin. ™

Real-time PCR adalah suatu metode analisa yang dikembangkan dari
reaksi PCR. Dalam ilmu biologi molekuler, real-time PCR juga dikenal sebagai
quantitative real time polymerase chain reaction (Q-PCR/qQPCR/IPCR) atau
kineric polymerase chain adalah suatu tehnik pengerjaan PCR di laboratorium
untuk mengamplifikasi sekaligus menghitung (kuantifikasi) jumlah target molekul
DNA hasil amplifikasi tersebut. Real-time PCR memungkinkan dilakukannya
deteksi dan kuantifikasi sekaligus terhadap sekuens spesifik dard sampel DNA

% Keunggulan real-time PCR dibandingkan dengan tehnik PCR

yang dianalisa.
konvensional antara lain sensitifitas dan spesifisitas yang lebih tinggi dan waktu

analisa yang lebih singkat karena tidak perlu dilakukan elektroforesis.”’

Real-time PCR merupakan suatu perangkat platform instrumentasi yang
terdirt atas satu buah thermal cycler, satu buah komputer, lensa untuk eksitasi
flouresen dan pengumpul emisi serta perangkat lunak untuk analisis data. Setiap
perusahaan memproduksi real/-time PCR dengan standar perangkat platform yang
sama, namun berbeda dalam hal kapasitas sampel, metode eksitasi dan tingkat

sensilifitas.”*”

Prinsip kega real-time PCR adalah mendeteksi dan mekuantifikasi
reporter fluoresen. Sinyal fluoresen akan menmngkat seiring dengan bertambahnya
produk PCR dalam reaksi. Dengan mencatat jumlah emisi fluoresen pada setiap
siklus, reaksi selama fase eksponensial dapat dipantan. Makin tinggi tingkat

produk DNA targel maka deteksi emisi fluoresen makin cepat terjadi, 2%

Berbeda dengan PCR konvensional, pada real-time PCR tahap deteksi dan
tahap penggandaan materi genetik dilakukan secara bersamaan (simultan), Hal ini
menawarkan beberapa keunggulan vaitu: deteksi produk PCR dilakukan pada fase
eksponensial sehingga hasil yang diperoleh berada pada rentang daerah dengan
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presisi tinggi. Selain itu deteksi dilakukan menggunakan pelacak bertanda
fluoresen. Pelacak adalah reagen yang menentukan kespesifikan hasil,
Penggunaan fluoresen dalam tahap deteksi menawarkan sensitifitas yang tingei.
Dengan demikian real-time PCR menawarkan sensitifitas yang tinggi dan rentang
linearitas yang cukup luas sehingga hasil penentuan kandungan DNA atau RNA di
di dalam spesimen menjadi sangat akurat.”
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BAB IH
METODOLOGI

3.1, Disain Penelitian
Disain yang digunakan dalam penelitian ini merupakan eksperimental

laboratorium yang bersifat analisis deskriptif.

3.2. Alur Penelitian

[ Penentuan primer dan probe ]

]
[ Optimasi kondisi real-time PCR ]

4

| Ui sensitifitas (deteksi minimal DNA ) ]

l

[ Uji spesifisitas pada beberapa bakteri selain Lepfospira spp ]

i

( Uji simulasi pada spesimen urin dan darab

- Penentuan volume elusi DNA untuk
meminimalkan pengaruh inhibitor

- Detelisi minimal DNA

_ J
LAnalis‘;s hasil ]
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3.3. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia (FKUI) pada Okiober 2010-Juni 2011.

3.4, Bahan dan Cara kerja
3.4.1. DNA bakteri standar

DNA bakteni standar Lepiospira spp patogen diperoleh dari Rudy A
Haartkeel, MD, PhD, Slotevart University, Amsterdam,

3.4.2, Primer dan Probe

Primer dan probe yang digunakan dalam penelitian ini berdasarkan pada
penelitian yang dilakukan oleh Smythe et al.'' Sekuen primer dan probe dapat
dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Sekunen primer dan probe!!

No Nama Sekuens bp
1. Lep-patFprimer 5" CCCGCGTCCGATTAG 3’ 15

2. Lep-patR primer 5 *TCCATTGTGGCCGRM®ACAC 3° 18
3. Lep-patP Probe  5'*(FAM)CTCACCAAGGCGACGA 24
TCGGTAGC™3’(TAMRA)

3.4.3. Ekstraksi DNA dan reagen real-fime PCR (rPCR)
3.4.3.1. Ekstraksi DNA bakteri dan kultur

Ekstraksi DNA pada penelitian ini menggunakan kit QZdamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen) dengan cara sebagai berikut; sebanyak 1 ml suspensi bakteri uji
dimasukkan ke dalam tabung ependorf 1,5 ml dan disentrifugasi selama 5 menit
pada 12.000 rpm. Kemudian supematan dibuang, pelet ditambahkan dengan 20 ul
proteinase K dan selanjutnya ditambahkan buffer ATL 180 ul. Campuran di
vortex selama 15 detik lalu diinkubasi pada suhu 56°C selama 3 jam. Campuran
lalu disentrifus selama 15 detik kemudian ditambahkan 200 pl buffer AL.
Campuran divortex selama 15 detik, kemudian diinkubasi pada suhu 70°C setarna

10 menit, dan selanjutnya disentrifugasi selama 15 detik Campuran lalu
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ditambahkan 200 pl ethanol (96-100%), divortex selama 15 detik, dan
disentrifugasi selama 15 detik. Selanjutmya campuran dimasukkan ke dalam
Ql4amp spin column, lalu tabung ditutup dan disentrifugasi pada 12.000 rpm
selama 1 menit. QlIdamp DNA spin column ditempatkan kedalam tabung
pengumpul yang baru (tabung ependorf 1,5 mli), selanjutnya ditambahkan 500 pl
buffer AW1, lalu disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 1 menit. Setelah selesai,
QIAamp DNA spin column ditempatkan kedalam tabung pengumpul baru (tabung
ependorf 1,5 ml), kemudian ditambahkan 500 pl buffer AW2, lalu dilanjutkan
disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 1 menit. Selanjutnya tabung pengumpul
dibuang dan spin column ditempatkan kedalam tabung ependorf 1,5 ml steril.
Kemudian ditambahkan buffer AE sebanyak 40 i, inkubasi pada suhu kamar
selama 5 menit dan disentrifugasi kembali pada 12.000 rpm selama 2 menit.
Selanjutnya hasil elusi yang mengandung DNA disimpan pada suhu -20°C sampai
saat digunakan,

3.4.3.2. Ekstraksi DNA dart darah

Dua ratus mikroliter darah ditambah dengan 20 ul proteinase K dan 200 pl
buffer AL. Campuran divortex selama 15 detik lalu diinkubasi pada suhu 56°C
selama 15 menit. Campuran ditambah dengan DNA bakteri standar, lalu
disentrifugasi selama 15 detik, selanjutnya ditambahkan 200 ul ethanol (96-
100%). Campuran divoriex selama 15 detik, lalu dimasukkan ke dalam Ol/4amp
spin column, dan disentrifugast pada 8.000 rpm selama 1 menit. Qidamp DNA
spin column ditempatkan kedalam tabung pengumpul yang baru {tabung ependorf
1,5 ml), selanjutnya ditambahkan 500 pl buffer AW1, lalu disentrifugasi pada
12.000 rpm selama 1 menit. Setelah selesai, Ql4damp DNA spin column
ditempatkan kedalam tabung pengumpul baru (tabung ependorf 1,5 ml), kemudian
ditambahkan 500 pl buffer AW2, lalu dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 12.000
rpm selama 1 menil. Selanjuinya tabung pengumpul dibuang dan spin column
ditempatkan kedalam tabung ependorf 1,5 ml steril. Kemudian ditambahkan
buffer AE sebanyak 40 ul, inkubasi pada suhu kamar selama 5 menit dan
disentrifugasi kembali pada 12.000 rpm selama 2 menit. Selanjutnya hasil elusi
yang mengandung DNA disimpan pada suhu -20°C sampai saat digunakan.
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3.4.3.3, Ekstraksi DNA dari urin

Sebanyak 190 yl urin ditambah dengan 1 ml buffer ASL, lalu vortex
selama 1 menit dan diinkubasi pada suhu 70°C selama 5 menit. Selanjuinya
campuran ditambah dengan DNA bakteri standar. Campuran lalu divortex selama
15 detik dan disentrifugasi 12.000 rpm selama 1 menit. Selanjutnya, supernatan
diambil dan dipindahkan ke dalam tabung ependorf, kemudian ditambah dengan
satu tablet inhibitEX. Campuran divortex selama 15 detik, lalu diinkubasi pada
suhu ruang selama 1 menit. Selanjutnya, campuran disentrifugasi pada 12.000 rpm
selama 3 menit. Supemnatan diambil dan dipindahkan dalam tabung baru, lalu
disentrifugasi 12.000 rpm selama 3 menit. Dua ratus mikroliter supernatan
dimasukkan ke dalam tabung yang mengandung 15 ul proteinase K. Campuran
ditambah dengan 200 pl buffer AL, divortex 15 detik lalu inkubasi pada suhu
70°C selama 10 menit. Campuran kemudian ditambah dengan 200 ul ethanol (96-
100%) lalu vortex selama 15 detk. Campuran dipindahkan kedalam tabung
QIL4amp DNA spin column, disentrifugasi 12.000 rpm selama 1 menit Qidamp
DNA spin column ditempatkan kedalam tabung pengumpul yang baru (tabung
ependorf 1,5 ml), selanjutnya ditambahkan 500 pl buffer AW1, lalu disentrifugasi
pada 12.000 rpm selama ! menit. Setelah selesai, Qdamp DNA spin column
ditempatkan kedalam tabung pengumpul baru (tabung ependorf 1,5 ml), kemudian
ditambahkan 500 pl buffer AW2, lalu dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 12.000
rpm selama 1 menit, Selanjutnya tabung pengumpul dibuang dan spin column
ditempatkan kedalam tabung ependorf 1,5 ml steril. Kemudian ditambahkan
buffer AE sebanyak 40 pl, inkubasi pada suhu kamar selama 5 menit dan
disentrifugas: kembali pada 12.000 rpm selama 2 menit. Selanjutmya hasil elusi
yang mengandung DNA disimpan pada suhu -20°C sampai saat digunakan.

3.4.4. Pengukuran konsentrasi DNA
Alat ThermoScientific NanoDrop spectrophotometer digunakan untuk
mengukur konsentrasi dan tingkat kemumian DNA hasil ekstrakst.

3.5. Optimasi kendisi real-time PCR (rPCR)
3.5.1. Optimasi Suhu Annealing
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Optimasi suhu annealing dilakukan dengan teknik rPCR bergradien pada
kisaran suhu 56°C-66°C. Amplifikasi dilakukan dalam 25 pl reaksi PCR yang
terdiri dari FastStart Taghdan Probe Master 12.5 pl. 0.9 yM setiap primer forward
dan reverse, 0,2 uM probe, 2 ul cetakan DNA bakteri standar, dan ditambah
destilled water sampai total volume 25 pd.

Proses amplifikasi menggunakan mesin PCR-IQ™S5, icycler Multicolor
real-time PCR detection system (Bio-Rad). Tahapan reaksi amplifikasi terdiri dari
denaturasi awal dan aktivasi enzim pada suhu 95°C selama 10 menit; 435 siklus:
denaturasi pada 95°C selama 15 detik, annealing dan elongasi pada $6°C — 66°C
(gradien) selama 1 menit. Kondisi optimum ditentukan berdasarkan nilai ct
fthreshold cycle) dan substracted signal (kumpulan sinyal fluoresen). Semakin
rendah nilai ¢t dan substracted signal yang tinggi menunjukkan efisiensi
amplifikasi yang semakin baik.

3.5.2. Optimasi Konsentrasi Primer

Optimasi dilakukan pada konsentrasi yang berbeda yaitu 0,45 pM, 0,9 uM,
1,35 pM, 1,8 uM, 2,25 uM, dan 2,7 M. Amplifikasi dilakukan pada volume
reaksi 25 ul dengan kondisi reaksi sama dengan kondisi optimasi suhu anneating
kecuali untuk konsentrasi primer. Untuk subu annealing pada tahap ini
menggunakan suhu optimum annealing yang sudah didapat. Reaksi dilakukan

secara duplo.

3.5.3. Optimasi Konsentrasi Probe

Optimasi konsentrasi probe dilakukan pada konsentrasi akhir 0,1 uM, 0,2
UM, 0,3 uM, 0,4 M, 0,5 pM. Amplifikasi dilakukan pada volume reaksi 25 pl
dengan kondisi campuran reaksi sama dengan campuran reaksi dengan

konsentrasi primer optimal 0,9 pM. Reaksi dibuat secara duplo.

3.6. Sensitifitas real-time PCR (rPCR)

Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan wuwji rPCR dalam
mendeteksi jumlah minimal DNA. DNA bakteri standar diencerkan secara berseri
(10'-10% dengan jumlah masing-masing sebanyak 15x103-15x10 ng/ul.
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Sebanyak 5 pl digunakan sebagai cetakan sehingga total konsentrasi DNA untuk
masing-masing pengenceran adalah 75x107 - 75x10°" ng per reaksi.

Reaksi rPCR dilakukan dengan komposisi sebagai benkut: FastStart
TagMan Probe Master 12,5 pl, 0.9 pM setiap primer forward dan reverse, 0,2 uM
probe, 5 ul cetakan DNA dari pengenceran berseri, dan ditambah destilled water
sampai total volume 25 pl. Kondisi rPCR dilakukan pada kondisi sebagai berikut:
95°C selama 10 menit (aktivasi enzim), 45 siklus dari 95°C selama 15 detik dan
60°C selama 1 menit. Reaksi dilakukan duplo.

3.7. Spesifisitas real-time PCR (rPCR)

Spesifisitas rPCR diuji terhadap berbagai bakteri patogen lain yang dapat
diisolasi dari spesimen urin dan darsh. Bakteri yang digunakan untuk uji
spesifisitas adalah Streptacoccus viridans, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Proteus mirabilis, Acinetobacter anitratus, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae,
Serattia marcescens, Acinetobacter baumanii, Enterobacter aercgencs dan
Myeobacterium tuberculosis H37Rv.

DNA bakteri diisolasi dari kultur menggunakan kit Qldamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen} dengan prosedur sebagaimana dijelaskan pada Sub Bab 3.4.3.1.
Reaksi rPCR dilakukan dengan komposisi sebagai berikut: FastStart TagMan
Probe Master 12,5 pd, 0.9 uM setiap primer forward dan reverse, 0,2 uM probe, 5
ul cetakan DNA (2,5 ng DNA), dan ditambah destilled water sampai total volume
25 ul. Kondisi rPCR dilakukan pada kondisi sebagai berikut: 95°C selama 10
menit (aktivasi enzim), 45 siklus dari 95°C selama 15 detik dan 60°C selama 1
menit, Reaksi dilakukan duplo.

3.8. Uji Simulasi

Pada uji simulasi ini digunakan urin dan darah manusia yang tidak
mengandung Leprospira. Sebelum sampel tersebut dijadikan untuk uji simulasi
terlebih dahulu dilakukan reaksi rPCR deteksi Lepfospira spp patogen.
Selanjutnya, urin dan darah negatif Leptospira spp patogen ditarnbah dengan
DNA Leptospira standar, Ekstraksi DNA dari darah dan urin dilakukan masing-
masing menggunakan kit Qldamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) dan QI4damp
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DNA Stool Mini Kir (Qiagen) dengan prosedur sebagaimana dijelaskan pada Sub
Bab 3.4.3.2 dan 3.4.3.3.

Untuk sampel urin dan darah, beberapa parameter dioptimasi termasuk
deteksi minimal DNA, volume cetakan optimal, dan analisis kemungkinan adanya

inhibitor pada sampel tersebut.
3.9. Analisis dan Penyajian data
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium yang

bersifat analisis deskriptif. Data hasil optimasi laboratorium disajikan sebagai data
primer dan dianalisis secara deskriptif secara kepustakaan.

31 Universitas Indonesia

Optimasi uji..., Ika Ningsih, FKUI, 2011



BABIV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Optimasi real-time Polimerase Chain Reaction (f'PCR)

Pada penelitian ini, optimasi real-fime PCR dilakukan dengan tujuan untuk
mendapatkan kondisi optimal amplifikasi DNA. rPCR dilakukan menggunakan
sepasang primer dengan susunan nukleotida sesuai dengan penelitian vang
dilaporkan oleh Smythe et al.!! Primer dan probe dirancang berdasarkan sekuens
gen rrs (168). Target primer pada posisi antara 171 dan 258 dengan produk
amplifikasi 87 bp. Primer dan probe telah dirancang spesifik untuk mendeteksi
seluruh Leptospira spp patogen.

. Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan optimasi sistem uji diagnostik
molekuler menggunakan rPCR sebagai deteksi cepat, sensitif dan spesifik untuk
deteksi Leptospira spp patogen pada manusia. Oleh karena itu, dalam penelitian
ini dilakukan optimasi beberapa parameter yang dapat mempengaruhi validitas
hasil uji fPCR. PCR konvensional dan rPCR telah banyak dikembangkan dan
digunakan untuk mendeteksi Leptospira. Jika dibandingkan antara PCR
konvesional dan rPCR, PCR konvensional memiliki kelemahan, diantaranya
sensitif dan spesifisitas yang rendah, hasil uji lebih lama dikeluarkan, dan
berpotensi mengkontaminasi lingkungan kerja.

Beberapa uji berbasis PCR telah banyak dikembangkan diantaranya oleh
beberapa peneliti,'"*1##33435 | evert et al, telah mengembangkan rPCR untuk
deteksi Leptospira dengan menggunakan penanda Sybr Green.' Sybr Green
mempunyai kelebihan karena harga lebih murah dibandingkan dengan rPCR
berbasis probe. Akan tetapi Sybr Green kurang spesifik karena dapat berikatan
dengan semua DNA untai ganda sehingga mungkin akan memberikan hasil positif
palsu bila dibandingkan dengan menggunakan probe. Saat ini TPCR juga banyak
dikembangkan untuk mendeteksi Leptospira baik dari sampel lingkungan oleh
Smythe et al, maupun dari ginjal hewan yang terinfeksi oleh Feamnley et al. '™’
Kedua peneliti tersebut menggunakan rPCR berbasis probe. Seperti halnya
Smythe et al, mereka menggunakan rPCR berbasis probe untuk meningkatkan
spesifisitas uji. Feamley et al, mengembangkan rPCR yang juga berbasis probe
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yang mampu mendeteksi semua Lepfospira termasuk Leptospira inadai, akan
tetapi tidak mampu mendeteksi dua strain non patogen yaitu Leptospira biflexa
serovar patoc dan Leptospira meyeri serovar semarang,’’

Primer dan probe yang digunakan dalam penelitian yang dilakukan smythe
et al, mampu mendeteksi semua Leptospira patogen seperti L.weilii serovar
celloni, L.interrogans serovar batavias, L.interrogans serovar canicola, L.
interrogans serovar copenhageni, L.borgpeterseni serovar javanica, L.
borgpeterseni serovar ballum, L. interrogans serovar kremastos, L. borgpeterseni
serovar hardjo, L. interrogans serovar grippotyphosa, L. interrogans serovar
djasiman, L. borgpeterseni serovar tarassovi, L. interrogans serovar australis, L.
interrogans serovar medanensis, L.noguchi serovar panama, L.interrogans serovar
robinsoni, L.kirschneri serovar bulgarica, L.interrogans serovar szwajizak, L.
interrogans pomona, L. fainei serovar hurstbridge, L.inferrogans serovar zanoni,

1 Untuk studi

L. Kirschneri serovar cynopter, L.santarosai serovar shermani.
awal, sistem uji yang dioptimasi dalam penelitian ini juga mampu mendeteksi
beberapa Leprospira spp patogen yang digunakan sebagai kontrol positif seperti L.
interrogans ichterohaemorrhagic serovar copenhagen M 20, L. interrogans
autumnalis serovar autumnalis strain akiyami A, Lepfospira pyrogenes salinem,
Leptospira grippotyphosa serovar  grippotyposa strain duyster, Leptospira
ranarum secovar ranarum ICF, Leptospira bataviae serovar batavia van tienem,
Leptospira borgpetersenii ballum serovar ballum strain MUS 127. DNA
Leptospira spp tersebut merupakan koleksi Departemen Mikrobiologi FKUI yang

didapat dari Slotevart University, Amsterdam.

4.1.1. Optimasi Suhu Annealing

DNA bakteri Leptospira spp digunakan untuk mengoptimasi kondisi
reaksi real-time PCR (fPCR) dengan gradien suhu annealing berkisar 56°C,
56,8°C, 58,1°C, 59,9°C, 60,4°C, 64,3°, 65,5°C, 66°C (PCR-IQ™S, icycler
Mudticolor real-time PCR detection system [Bio-Rad]). Hasil gradien rPCR pada
suhu tersebut memperlihatkan bahwa suhu annealing pada 59,9°C (= 60°C)
memberikan kondisi amplifikasi yang optimal (Gambar 6).
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Gambar 6. Hasil vji deteksi DNA Leptospirs spp menggunakan regltime PCR dengan
berbagal suhu annealing . Subu annealing dengan hasil amplifikasi DNA terbaik adalah
suhu 59,9°C (= 60°C). Keteran%an gambar: 1. Kuning : suhu 59,9°C; 2. Hijau muda : suhu
58,1°C; 3. Biru tua : suhu §0,4°C: 4. Orange : suhu 56,8°C; 5. Merak : subu 64,3°C; 6. Biru
muda : subu 65,5°C; 7. Hijau tua : subu 66°C; 8 Merah muda : suhu 56°C.

Dasar pemilihan suhu annealing tersebut berdasarkan pada nilai ct yang
ierendah dan substracted signal yang terbentuk. Nilai ct (threshold cycle) rendah
adalah titik dimana signal fluoresen muncul dan di atas nilai cut off, sedangkan
substracted signal menunjukkan tingginya atau banyvaknya signal fluoresen dibaca
oleh filter mesin rPCR dan stabilitas dari kurva vang terbentuk (Gambar 6).
Kedua parameler tersebut menunjukkan efisiensi amplifikasi oleh reaksi rPCR.
Pada Gambar 6 terlihat bahwa suhu annealing 59,9°C (= 60°C) menunjukkan nilai
ct terendah dan substracted signal yang tinggi dibandingkan suhu annealing
lainnya Dengan demikian dapat dinyatakan bahwa suhu aneealing 59,9°C (=
60°C) memberikan hasil amplifikasi signal yang lebih baik dibandingkan suhu
annealing lainnya,

Kondisi suhu annealing pada reaksi rPCR mempengaruhi efisiensi
penempelan primer dan probe. Primer berfungsi sebagai penginisiasi reaksi
polimerase DNA secara invitro. Selain itu primer juga berfungsi untuk membatasi
daerah vang akan diamplifikasi pada reaks: PCR. Untuk menempel pada target
PCR, maka primer dan probe membutuhkan suhu yang sesuai. Dari penelitian ini
didapat bahwa suhu 59,9°C (= 60°C) dengan waktu 1 menit merupakan suhu yang
paling optimum untuk annealing. Hasil vang didapatkan ini sama seperti yang
digunakan pada penelitian yang dilakukan oleh Smythe et al."’ Sementara dengan
menggunakan metode yang sama, Fearnley et al, menggunakan subu annealing
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55"C selama 15 detik.”” Perbedaan suhu annealing tersebut dikarenakan susunan
nukleutida primer dan probe vang berbeda memiliki penempelan optimal pada
tarzet dengan suhu berbeda pula.

Secara teknis, pada proses amplifikasi yang efisien dibutuhkan pengaturan
suhu untuk penempelan primer yang spesifik. Apabila suhu yang digunakan
terfalu tinggi, dapat menyebabkan kegagalan penempelan primer dan probe pada
cetakan DNA. Jika terlalu rendah, primer dan probe dapat menempel pada tempat
yang salah. Kedua kondisi ini akan menghasilkan amplifikasi signal vang rendah

(ct/threshold cycle yang tinggi danfatau substracted signal yang rendah).'" %7

4.1.2. Optimasi Konsentrasi Primer

Hasil optimasi primer yang digunakan dalan real/-time PCR (rPCR)
menunjukkan bahwa pada primer dengan konsentrasi 0,9 M memperlihatkan
hasil amplifikasi signal terbaik dibandingkan dengan konsentrasi lainnya (Gambar
7).
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Gambar 7. Hasil uji deteksi DNA Leprospira spp menggunakan beberapz macam konsentrasi
primer. Terlihat bahwa kondisi optima! kensentrasi primer yang didapat adalah pada
konsentrasi 0,9 pM.

Selain dipengaruhi oleh suhu annealing, hasil reaksi PCR juga dipengaruhi
oleh konsentrasi primer. Pada penelitian yang dilakukan oleh Smythe et al,
konsentrasi primer optimal yang digunakan adalah 3 pmoliul.!!  Adapun
penelitian lain menggunakan konsentrasi primer 0,3 pM dan 0,5 pM.'™

Perbedaan konsentrasi primer tersebut disebabkan oleh sistem uji yang digunakan
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termasuk enzim yang digunakan, volume total reaksi, konsentrasi probe, metode
sintesis primer, dan sekuen DNA prnimer yang menentukan berat molekul primer.
Dalam uji PCR, primer berperan dalam inisiasi reaksi polimerasi DNA
secara in vitro, karena tanpa primer, reaksi polimerasi tidak akan terjadi meskipun
enzim dan komponen lainnya sudah tersedia. Selain itu primer juga berfungsi

untuk membatasi daerah mana yang akan diamplifikasi pada reaksi PCR.**

4.1.3. Optimasi konsentrasi probe

Beberapa konsentrasi probe dioptimasi dalam penelitian ini, yaitu 0,1 puM,
0,2 uM, 0,3 pM, 0.4 pM, dan 0,5 pM. Hasil uji ini memperlihatkan bahwa kondisi
optimal konsentrast probe yang didapat adalah konsentrasi 0,2 uM (Gambar. 8).
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Gambar 8 Hasil uji real-time PCR untuk deteksi DNA Leprospira spp menggunakan
beberazpa konsentrasi probe Terlihat bahwa kondisi optimal konsentrssi probe yang
didapat adalah pada konsentrasi 0,2 pM.

Pada penelitian ini digunakan metode rPCR berbasis probe. Probe
merupakan suatu fragmen DNA vang dilabel dan mempunyai urutan nukleotida
yang berkomplementer dengan produk amplifikasi PCR spesifik. Penggunaan
probe akan lebih spesifik dibandingkan penggunaan Syber green sebagai penanda
pada rPCR. Selain urutan nukleotida yang sesuai dengan target, efisiensi
penempelan probe juga dipengaruhi oleh suhu annealing dan konsentrasi probe.
Pada penelitian ini didapatkan bahwa konsentrasi akhir yang paling optimum
adalah 0,2 pM. Sama dengan penelilian lainnya, konsenlrasi probe yang
digunakan adalah 0,2 pM."""
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Tabel 5. Konsentrasi primer dan probe yang memberikan hasil reaksi real-
time PCR paling optimal pada suhu annealing 60°C.

Primer dan Probe Konsentrasi (uM)
Lep-patF primer 0,9
Lep-patR primer 0,9
Lep-patP probe 0.2

Komposisi dan kondisi optimal reaksi real-time PCR (rPCR)

Dari ketiga optimasi yang telah dilakukan, yaitu optimasi suhu annealing,
konsentrasi primer dan probe, diperoleh komposisi dan kondisi optimal reaksi
rPCR sebagaimana ditunjukkan pada Tabel 5.

4.2, Sensitifitas berdasarkan konsentrasi DNA

Sensitifitas pengujian real-time PCR (1PCR) dilakukan untuk mengetahui
konsentrasi DNA bakteri standar terendah yang masih dapat dideteksi oleh rPCR.
Batas minimal DNA yang masih terdeteksi rPCR ini mencapai 75x10°® per reaksi
atau 0,75 fg/pul per reaksi (Gambar 9).
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Gambar 9. Hasil real-time PCR (rPCR) dengan beberapa macam Konsentrasi DNA standar.
Terlihat bahwa Kkonsentrasi DINA terendah yang memberikan hasil amplifikasi paling
optimal adalah 0,75 fg/pl. Keterangan gambar 1. Hijau: 75x10” ng/pt; 2. Biru muda: 75x10*
ng/pl; 3. Biru tua: 75x10° ng/pl; 4. Merah muda; 75x10° ng/ul; Merab: 75x10"ng/pl; 6.
Ungu: 75x107 ng/pl (0,75 fg/pl); Hijau: Kontrol negatif
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Penelitian yang dilakukan oleh Leveft et al, menunjukkan bahwa
sensitifitas FPCR dengan menggunakan prnmer dan probe vang sama dengan
penelitian ini adalah 3 genom per reaksi. Sementara penelitian yang dilakukan
oleh Fonseca et al, sensitifitas deteksi Leprospira dengan menggunakan metode
PCR konvensional menunjukkan konsentrasi terendah sekitar 10° ng DNA.
Feamley et al, menggunakan primer daerah yang lestari dari 16S rRNA gen
Leptospira menunjukkan konsenirasi terendah yang dapat dideteksi adalah 10
molekul DNA, 13637

4.3, Spesifisitas real-time PCR (rPCR)

Untuk mengetahui spesifisitas primer dan probe yang digunakan pada
metode ini maka dilakukan uji menggunakan beberapa spesies bakteri patogen
lain yang dapat di detekst dari urin dan darah. Bakteri yang digunakan adalah
Streptococcus viridans, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus
mirabilis, Acinetobacter anitratus, Fscherichia coli ATCC 25922, Salmonella
iyphi, Staphylococcus aureus ATCC 45923, Kliebsiella pneumoniae, Serattia
marcescens, Acinetobacter  baumanii, Enterobacter  aerogenes dan
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Bakteri yang digunakan ini adalah koleksi
Departemen Mikrobiologi FKUIL

Hasil rPCR menunjukkan bahwa primer dan probe yang digunakan untuk
deteksi bakteri Leprospira spp tidak bereaksi silang dengan genom bakteri-bakteri
tersebut (Gambar 10),

38 Universitas indonesia

Optimasi uji..., Ika Ningsih, FKUI, 2011



wi
SR DNA Dabaert
standar (k)
B,
i
3
]
E il A A .
e l— - b RN Bakteri uji
RS ‘“&i}
. A Kentrol nevatit
1 1 b b X

1y

Gambar 10. Hasil uji spesifisitas reqlime PCR memperlibatkan bahwa bakteri
Streptococcus  viridans, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis,
Acinetobacter aniiratus, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonelia typhi, Staphylococcus
attreus ATCC 45923, Kiebsiells preumoniae, Serattia marcescens, Acinetobacter baumanii,
Enterobacter aerogenes dan Mycobaderium tuberculosis H3TRv tidak bereaksi silang dengan
primer yang digunakan untuk deteksi Leprospira spp patogen; Merah: Kontrol negatif

Smythe et al, peneliti yang mendesain primer yang digunakan dalam
penelitian ini, juga sebelumnya mengevaluasi spesifisitas primer terhadap 22
bakteri uji selain Leprospira spp. Hasi! evaluasi tersebut tidak menunjukkan reaksi
silang terhadap ke 22 bakteri uji yaitu Escherichia coli 10418, Yersinia
enterocolitica, Shigella sonnei, Escherichia coli 9001, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens,
Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Alcaligenes faecalis, Salmonella
salford, Vibrio cholerae, Pasteurella multocida, Salmonella dublin, Borrelia
burgdorferi, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Enterococcus faecalis, Listeria seeligeri dan Listeria monocytogenes."!

4.4. Uji Simulasi

Uji simulasi pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui bahwa metode
ekstraksi DNA dari spesimen urin dan darsh manusia tidak menyertakan zat
tertentu ke dalam ekstrak DNA sehingga dapat mengganggu atau menghambat
proses amplifikasi DNA, Selain itu pada tahap ini digunakan beberapa konsentrasi
DNA standar untuk mengetahui deteksi minimal DNA pada spesimen urin

maupun darah.  1jji ini dilakukan menggunakan spesimen urin dan darah manusia
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yang telah dibuktikan sebelumnya tidak mengandung DNA Leprospira spp
{Gambar 11adan 11b).
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Gambar 11a. Hasil uji simulasi urin yang Gambazr 11b. Hasil uji simulasi darah yang
tidak mengandung DNA Leptospira spp tidak mengandung DNA Leptospira spp

Biru: Kontrol positif; Hijau; Kontrol negatif Merah:Kontrol positif; Ungu: Kontrol negatif

A. Penentuan volume elusi DNA untuk meminimalkan pengaruh inhibitor

Uji ini dilakukan untuk mendapat volume optimal yang digunakan sebagai
cetakan untuk reaksi rfPCR dari spesimen urin dan darah. Berdasarkan uji ini,
volume optimal elusi dari spesimen urin dan darah masing-masing adalah 50 pl
dan 60 ul seperti yang ditunjukkan pada Gambar 12 dan Gambar 13.
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£ /8
:, s Kontrot positif’
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,_"_“:_'-,_' T R Y .__'e_:,_;,,/: bl s Kontrelnegatif
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Gambar 12, Uji volume optimal clusi rPCR pada spesimen arin. Berdasarkan hasil uji ini
didapat volume optimal elusi dari spesimen urin adalah 50 pb. Keterangzn gambar. Hijau:
50 ul; Biru muda: 60 pl; Merah; 80 al; Birn; 70 pl; Hijau muda: 40 pl; Hijau tua: Kontrol
positif; Birn muda: Kontrol negatif
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Gambar 13. Uji volume optimal efusi rPCR pada spesimen darah. Berdasarkan hasil wji ini
didapat volume optimal elusi dari spesimen darah adalah 60 pl. Keterangan gambar. Merah:
Kontrol positif; Biru muda: 60 pl; Bira tua: 70 pi; Merah tua: 90 pl; Merah muda: 80 pl;
Hijau tua: 50 pl; Hijan muda: 40 pl; Merah muda: Kontrol negatif

Pada volume elusi yang lebth kecil, hasil rPCR menunjukkan efisiensi
amplifikasi yang rendah. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh adanya inhibitor
yang terdapat di dalam suspensi hasil ekstraksi DNA dengan volume elfusi 40 pl
pada spesimen urin atau volume elusi 40 ul dan 50 pl pada spesimen darah, Salah
satu cara untuk mengeliminasi adanya inhibitor, vaitt dengan meningkatkan
volume elusi ketika ekstraksi DNA dari sampel tertentu.

Adapun pada elusi DNA dengan volume yang lebih besar dari 40 pl yang
didapat dari uji volume optimal elusi rPCR pada spesimen uvrin atau 50 p! yang
didapat dari uji volume optimal elusi rPCR pada spesimen darah, memberikan
hasil rPCR yang tidak efisien. Hal ini tidak disebabkan oleh adanya inhibitor

melainkan konsentrasi DNA yang semakin rendah akibat volume yang besar.

B. Deteksi minimal DNA pada darah dan urin

Hasil wji real-time PCR (rPCR) dari spesimen darah terlihat pada Gambar
14 yang menunjukkan bahwa konsentrasi DNA terkecil yang dapat terdeteksi
adalah 0,15 pg/pl atau 150 fg/pl.
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Gambar 14, Hasil uji real-time PCR untuk deteksi DNA Leptospira spp pada spesimen darah
orang schat dengan beberapa konsentrasi DNA standar. Keterangan gambar: Merah;
Kontrol positif; Biru: 6,015 ng/ul; Urgu:0,0015 ng/ul; Kuning: 0,0015 ngfpl (0,15 pg/pl atau
150 fg/pl); Merah muda: Kontrol negatif.

Hasil vji real-time PCR untuk deteksi DNA Leptospira spp patogen pada
spesimen urin terlihat pada Gambar 15 yang menunjukkan bahwa konsentrasi

DNA terkecil yang dapat terdeteksi adalah pada konsentrasi 1,47 pg/ul atau 1470
fg/ul.

/)
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Gambar 15. Hasil uji reql-tine PCR untuk deteksi DNA Lepiospira spp pada spesimen urin
orang schat dengan beberapa konsentrasi DNA stapdar. Ungu; Kontrol pesitif; Hijau
muda: 0,147 ag/pl; Hijau tua:0,0147 ng/pl; Bire muda: 0,00147 ng/pl (1,47 pg/pl atau 1470
fg/pl); Merah muda: Kontrol negatif.
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Gambar 14 dan 15 menunjukkan bahwa tingkat sensitifitas uji rPCR yang
dikembangkan dalam studi ini bervariasi tergantung spesimen yang digunakan.
Pada spesimen urin deteksi minimal DNA lebih rendah dibandingkan dengan
spesimen darah. Hal ini dipengaruhi oleh kit esktraksi yang digunakan atau
adanya kandungan inhibitor yang lebih tinggi pada urin dibandingkan darah. Pada
penelitian yang dilakukan oleh Fonseca et al, menunjukkan hasil uji TPCR negatif
pada saat mengamplifikasi Leprospira vang diisolasi dari urin. Hal ini
kemungkinan disebabkan oleh adanya penghambatan amplifikasi DNA Leprospira
oleh inhibitor seperti urea, kreatinin dan asam radikal dari urin.*
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BAB Y
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Hasil optimasi metode real-time PCR pada penelitian ini adalah:
a. Suhu annealing 60°C
b. Konsentrasi primer yang digunakan adalah 0,9 uM
¢. Konsentrasi probe yang digunakan adalah 0,2 pM

2. Metode real-time PCR mampu mendeteksi minimal DNA standar dalam
larutan EB pada konsentrasi 0,75 fg/ul.

3. Metode real-time PCR tidak bereaksi silang silang dengan Streptococcus
viridans, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis,
Acinetobacter anitratus, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella (yphi,
Staphylococcus aureus ATCC 45923, Klebsiella pneumoniae, Serattia
marcescens, Acinefobacter baumanii, Enterobacter aerogenes dan
Mycobacterium tuberculosis H3TRv.

4. Metode real-time PCR mampu mendeteksi minimal DNA standar dari sampel
urin dan darah masing-masing pada konsentrasi 1470 fg/ul dan 150 fg/pl.

5.2. Saran

Pada penelitian berikutnva, sistem uji vang telah dioptimasi pada

penelitian ini perlu dievalvasi pada sampel klinis urin dan darah orang vang

terinfeksi Leptospira spp patogen dan dibandingkan dengan uji baku emas untuk

mengetahui tingkat sensitifitas dan spesifisitas uji.
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Lampiran 1.

Bahan dan Alat yang digunakan:

1. Kultur bakteri uji

-

*

Medium Nutrient agar
Medium Agar darah plat

Uji Biokimia API 20E/20NE
Inkubator 35°C

Larutan NaCL 0,9 %

2. Bahan suspensi baktern

Larutan NaCL 0,9%
Nephelometer Mc, Farland 0,5

3. Isolasi DNA

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)

QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen)

Nuclease free water

Pemanas (Dri-Bath type 17.600)

Sentrifus { Sorvall Biofuge PrimoR)

Vortex (Genie 2)

Biological Safety Cabinet

Pipet dan Tip berfilter 10 pl, 20 pl, 200 pi, 1000 pl
Tabung eppendorf 1,5 ml

4. Amplifikasi DNA

Tabung PCR 0,2 ml

Mesin PCR ( JQ™5 Multicolor real-time PCR Defection system)
Refrigerator -20°C

PCR tube working rack
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Optimization of real-time PCR method for the detection of pathogenic
Leptospira spp. In human blood and urine specimens

Anis karuniawati,' Andi Yasmon,! Ika M‘.ﬂg.w‘k.I

' Departement of Microbiology, faculty of Medicine, University of Indonesia,Jakarta

Abstrak

Tujuan: Leptospirosis adaloh penyaldt infeksi akut yang dapat menyerang manusia
maupun hewan yang disebabkan bakieri Leptospira spp dan digolongkan sebagai
zoonosis. Gejala Klinis leptospirosts yang tidak spesifik dan sulitnya uji laboratorium
untuk konfirmasi diagnosis mengokibatkan penyakit ini seringkali tidak terdiagnosis.
Oleh karena itu dalam penelitian inf dilokukan optimasi wji diagnostik molekuier
menggunakan real-time PCR sebagai deteksi cepat, sensitif dan spesifik  untuk
Leptospira patogen pada manusia.

Metode: Desain penelitian ini adalah analisis laboraterivm dan deskriptift DNA balkteri
di dalam spesimen darah diisolasi menggunakan kit isolasi DNA (QlAamp DNA Blood
Mint Kit, Qiagen} dan spesimen urin diisolasi menggunakan Qldamp DNA Stool Mini
Kit,Qiagen dengan prosedur sesuai dengan petunjuk manualnya. Primer dan probe yang
digunakan berdasarkan publikasi penelition oleh Smythe dbk., 2002, Penelition ini
menggunakan mesin IQTMS, icyeler multicolor real-time PCR detection system (Bio-
Rad). Spesifisitas primer diufi menggunakan DNA bakieri lain yaitu Streptococcus
viridans, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis, Acinetobacter
anitratus, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi, Staphyiococcus aureus ATCC
25923, Klebsiella pneumoniae, Serattia marcescens, Acinetobacter baumannii,
Enterobacter aerogenes and Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Hasil: Dari hasil ufi optimasi kondisi eptimal real-time PCR didapar suhu annealing
60°C, konsentrasi primer 0,9 uM dan konsentrasi probe 0.2 uM. Spesifisitas primer diuji
merniggunakan DNA bakteri patogen lain. Hasil wji sensitifitas real-time PCR untuk
mendeteksi konsentrasi DNA terendoh bakteri Leptospira spp adalah 0,75 fg/ul, hasil wji
spesifisitas real-time PCR menunjukkan bahwa primer yang digunakan untuk deteksi
bakteri Leptospira spp tidak beraksi silang dengan genom bakteri-bakierit uji, konsentrasi
minimal DNA bokteri yang masih terdeteksi dalam daroh mencapai 150 fg/pil, sedangkan
dalanm urin mencapai 1470 fg/ul yang masih dapat dideteksi dengan pemeriksaan real-
time PCR. Metode real-time PCR ini dapat digunakan sebagai alternatif pemeriksaan
mikrobiolagi yang cepat dan tepat untuk mendiagnosis leptospirosis.

Kesimpulan: Uji real-time PCR adalah metode yang cepat dan akurat untuk deteksi
Leptospira spp patogen pada spesimen manusia. Penelition lebih lanjut diperlukan untuk
mengetahui sensitifitas dan spesifisitas dari ufi real-time PCR dibandingkan dengan
metode diagnostik lain.
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Abstract.

Aim: Leptospirosis is an acute infectious discase that can infect hwumans and animals
caused by the bacteria Leptospira spp. and classified as a zoonosis. Clinical symptoms of
leptospirosis are nonspecific and the qurrent available labomtory method for detecting
Leprospira spp. is time-consuming and high cost. Therefore the diagnosis isoften missed
or delaved. The rapid and accurate method is needed to diagnose the disease. This study
is to develop molecular diagnostic test using real-time PCR assay a rapid. sensitive and
spesific method for the detection of pathogenic Leptospira spp. in humans

Method: The design of this research is laboratory analysis and descriptive. The bacterial
DNA in blood specimens was isolated by the QlAamp DNA Bloed Mini Kit. Qiagen)
and urine specimens were isolated by the QLAamp DNA Stoo! Mini Kit. Qiagen)
according to the manufacturer’'s instructions. Primers and probes used in this study based
on research done by Smyvihe et al.. 2002, The assay is performed using IQTASS, iqycler
nnilticolor real-time PCR derection systemnt (Bio-Rad). Specificily of the Primer used was
evaluated towards Steptaceccus viridans, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27833,
Proteus wmirabilis, dcinetobacter anitratus. Escherichia coli ATCC 25922, Salmanella
aphi, Stapinlococons aurens ATCC 23923, Klebsiella pneumoniac, Sevattia marcescens,
Acinetobacter bamnamii, Enferobacter aerogenes and dfveobacterinm tuberculosis
H37Ry

Results:, The amplification of the DNA control was performed optimally with the
following conditions; anuealing temperature is 60°C. primer volume is 0.3yl (final
concentration: 0.9 wM): probe volume is 0.2 pl (final concentration 0.2 ubM). This
method may detect the DNA in the Mastermix Mix with the concentration of 0.73fg/pl.
however in blood specinien the limit of detection of the DNA 150 fg/ud and in urige is
1470 fg/pl,  The primer vsed in this assay is not complementary with the DNA of other
pathogenic Leptospira spp. The real-time PCR assay is a rapid and accurate method to
detect pathogenic Leptospira in lwman specimens. Further studies are needed to know
the sensitivity and specificity of the reai-time PCR assay compared to other diagnostic
methods i clinical settings,

Conclusion: Real-fime PCR test is a rapid and accurate method for detecting pathogenic
Leptospira spp in human specimens. Further research is needed to determine the
sensitivity and specificity of real-time PCR tests compared with other diagnostic methods
in clinical sctlings

Key words: leptospirosis, Leptospira, Real-tinte PCR, Optimization,Sensitivity,Specivisity

Leptospirosis is an acute infectious
disease caused by pathogenic
Leptospira bacteria and can infect
humans and animals that are
classified as zoonoses. This disease
remains a public health problem,
especially in the tropics and sub-
tropical with high rainfall, especially
in developing countries with poor
hygiene attention. International
Leptospirosis Society declared

Indonesia as the country's high
inctdence of leptospirosis and ranked
third in the world for mortality
(16.7%)."**

Clinical symptoms of leptospirosis
are nonspecific and the difficulty of

laboratory tests to confirm diagnosis
of this disease often lead to
undiagnosed. The symptoms closely
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mimic clinical malaria, dengue fever,
hepatitis, meningitis, enteric fever
and many other diseases
characterized by fever, headache and
myalgia, Therepore the diagnosis is
often missed or delayed >*'""?

There are many options for methods

. of microbiological examination

support the diagnosis of leptospirosis
which is composed of direct
examination to detect the presence of
Leptospira bacteria or antigennya
such as culture, microscopy, PCR
(Polymerase Chain Reaction) and
examination indirectly through the
examination of antibodies to
Leptospira  bacteria  such  as
Microscopic  Agglutination  Test
{ MAT), Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA),
filter test).>*

Diagnosis of leptospirosis can also
be done by detecting Leptospira-
specific DNA using PCR methods
both conventional and real-time,
which is a rapid, sensitive and
specific method >  In this study,
we optimized of real-time Tagman
PCR assay for early detection of
Leptospira spp. in human specimen
using universal primers.

METHOD
Primer and probe

Primers and probes used in this study
based on research done by Smythe et
al., 2002, and the rrs design based on
gene sequences (16S) between 171
and 258 positions (87 bp product):
LEP-patF CCCGCGTCCGATTAG
5'171 primer 3 ', LEP-primary patR

5258TCCATTGTGGCCGRA /

GACAC 3 ‘danPLep-patP
Probe5'205 (FAM)
CTCACCAAGGCGACGATCGGT

AGC2283' (TAMRA).

Positive Control DNA
The DNA of the pathogenic
Leptospira is obtained from DR.
Rudy A Haartkeel Slotevart
University, Amsterdam

DNA Extraction

DNA was extracted and purified
bacterial test using QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen). DNA
concentration measurements made
using a NanoDrop (Thermo).

Optimization of real-time PCR
conditions

Pure DNA purification results are
used as templates for the
optimization of reaction conditions
in real-time PCR, e,g. annealing
temperature, the concentration of
DNA, primer and probe.

The sensitivity of real-time PCR

Destilled water solution containing a
concentration of standard DNA of
different Leptospira spp. tested
against real-time PCR assay. The
purpose is to find the limit of
detection of DNA Mastermix Mix.

Specificity of real-time PCR

Real-time PCR specificity was tested

against various pathogen:
Streptococcus viridans,
Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Proteus mirabilis,

Acinetobacter anitratus, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhi,
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Staphylococcus aurens ATCC 25923,
Klebsiella  pneumoniae, Seratfia
marcescens, Acinetobacter
baumannii, Interobacter aerogenes
and Mycobacterium  tuberculosis
H37Rv.

Limit of detection in urine and
blood spesimen

Control DNA is inserted into the
human urin and blood, which is
known as negative Lepfospira spp.
Several parameters were evaluated in
this simulation test are:

o To optimize the method
of DNA extraction in
urine and blood specimen

s« To know the limit of
detection of the DNA in
blood and urine
specimens

Analysis results
Presented in the form of descriptive

Optimization of real-time PCR
conditions

Optimization of Annealing
Temperature

Optimization of annealing
temperature was done by using real-
time PCR bergradient in the
temperature  range 56°C-66°C.
Amplification carried out in 25 pl
PCR reaction volume consisted of
FastStart TaqMan Probe Master
Forward Primer 0.5 ul, 12.5 ul with a
final concentration of 0.9 uM, 0.5 ul
reverse primer  with final
concentration of 0.9 uM , probe 0.2
ul with a final concentration of 0.2

uM, 9.3 ul destilled water and 2 ul of
bacterial DNA template standard,
made in duplicate reactions. PCR
amplification process wusing a
machine-IQTMS5, icycler multicolor
real-time PCR detection system
(Bio-Rad). Stages of amplification
reaction consisted of denaturation at
95°%C for 10 min, annealing at a
temperature of 56°C temperature
range bergradient - 66°C for 1 min
and elongation at 95°C for 15
seconds with the number of cycles
were 45 cycles,

Optimization of Primer
Concentration

Optimization of primer concentration
were conducted at several primary
concentration of 0.25 pl with a final
concentration of 0.45 uM, 0.5 ul with
a final concentration of 0.9 uM, 0.75
ul with a final concentration of 1.35
uM, 1 ul with a final concentration of
1.8 pM, 125 ul with a final
concentration of 2,25 uM and 1.5 ul
with a final concentration of 2.7 uM.
Amplification carried out in 25 ul
reaction wvolume with the same
reaction conditions with annealing
temperature optimization condition
except for primer concentration,
reaction made in duplicate. For the
annealing temperature at this stage
using the optimum annealing
temperature that has been obtained.

Optimization of Probe
Concentration

Optirmization of the concentration of
probes were conducted at several
probe concentrations of 0.1 ul with a
final concentration of 0.1 uM, 0.2 ul
with a final concentration of 0.2 uM,

Optimasi uji..., Ika Ningsih, FKUI, 2011



0.3 ul with a final concentration of
03 uM, 04 ul with a final
concentration of 0.4 uM, 0.5 ul with
a final concentration of 0.5 uM.
Amplification carried out in 25 ul
reaction volume with the reaction
mixture conditions similar to the
reaction mixture at  primary
optimization with final primer
concentration of 0.9 uM, the reaction
was made in duplicate.

The sensitivity of real-time PCR

Determination of sensitivity based on
DNA concentration Conducted to
determine the ability of real-time
PCR reactions to detect the
minimum amount of DNA. Isolation
of bacterial DNA concentration was
measured with a standard tool
ThermoScientific NanoDrop
spectrophotometer and then
performed serial dilution of stock
standard bacterial DNA. Each DNA
dilution was amplified with real-time
PCR in 25 ul reaction volume
consisting of Tagman Probe Master
Faststart 12.5 ul, while the primary
concentration used is a primary
optimum results that have been
obtained previously with a final
concentration of 0.5 ul (0.9 uM) and
the concentration of probe used was
the result of optimum probe which
has been obtained previously with
0.2 p final konsetrasi 0.2 uM, the
remaining volume of water added
destilled, the template used for real-
time PCR reaction was 5 pl.

Specificity of real-time PCR

Isolation of DNA and measurement
of bacterial DNA test real-time PCR
specificity was tested against various
bacteria other than bacteria standards,

espectally bacteria contained in urine
and blood. Bacteria used for

specificity testing were
Streptococcus viridans,
Pseudomonas  aeruginosa ATCC
27853, Proteus mirabilis,

Acinetobacter anitratus, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Klebsiella  pneumoniae, Serattia
marcescens, Acinetobacter
baumannii, Enterobacter aerogenes
and Mycobacterium  tuberculosis
H37Rv. Isolation of DNA in this
study using a kit QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen) according
to manufacturer's instructions. To
measure the concentration and purity
of bacterial DNA tests carried out by
means ThermoScientific NanoDrop
spectrophotometer. Template used
for real-time PCR reactions each
concentration of DNA used 7.5 ng /
pl with 5 ul volumes printed in 25
ul total reaction, the reaction was
made in duplicate.

Simulation Test

In this simulation test used urine and
blood of healthy humans. This is to
prove whether the urine and blood
were tested free from bacteria
Leptospira.

Isolation of healthy human urine

Urine before the first simulation test
were centrifuged at 4000 rpm speed
for 15 minutes to eliminate bacteria
in the urine, the pellet discarded
supernatant was  taken, then
performed the extraction using the
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Cat
no. 51 504, Qiagen) according to
manufacturer's  instructions. To
determine the optimal elution
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volume of the urine test is then
performed real-time PCR. Template
used for PCR reaction was S ul in 25
ul total reaction. The reaction was
made in duplicate.

Determination of the sensitivity of
the urine of healthy people based
on bacterial DNA standard
dilution series

To determine the sensitivity of real-
time PCR in urine of healthy people
based on standard bacterial dilution
carried out as follows, to 10 ul of
each standard dilution of bacterial
DNA then was extracted with
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Cat
no, 51,504, Qiagen) according to
manufacturer’s instructions.

Isolation of human blood of
healthy

1200 mL of blood taken and put in
falcon tubes containing EDTA, then
performed the extraction using the
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Cat
no.51104, Qiagen) To determine the
optimal elution volume of blood is
then performed real-time PCR test.
Template used for PCR reaction was
5 ul in 25 ul total reaction. The
reaction was made in duplicate.

Determination of the sensitivity of
the blood of healthy people based
on bacterial DNA  standard
dilution series

To determine the sensitiviy of real-
time PCR in blood of heaithy people
based on standard bacterial dilution
carried out as follows, to 10 ul of
each standard dilution of bacterial
DNA was extracted with QlAamp

DNA Blood Mimi Kit (Cat
n0.51104,Qiagen) was included in
190 ul of blood, then elution volume
(buffer AE) were added to the
mixture using the optimal elution
volume of blood that has been
obtained. Then, the extracted DNA
was amplified with 5 ' volumes
printed in total 25 ul PCR reaction.

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of real-time
Polymerase Chain Reaction (PCR)
In this study, optimization of real-
time PCR was conducted in order to
obtain optimal conditions in real-
time PCR reaction. Real-time PCR
performed using primer pair as
reported by Smythe et al 2002,
Primer sequences were designed
based on rrs gene (16S) between 171
and 258 positions (87 bp product) to
detect all pathogenic Leptospira spp.

Optimization of  Annealing
Temperature

Leptospira spp bacterial DNA used
as standard bacteria / bacterial
control to be optimized in real-time
PCR with 8 series of annealing
temperatures 56°C, 56.8°C, 58.1°C,
59.9°C, 60.4°C, 643°C, 65.5°C,
66°C) using a PCR machine-IQTMS,
icycler multicolor real-time PCR
detection system (Bio-Rad). Results
gradient realtime PCR at a
temperature of 56°C-66"C show that
the annealing temperature chosen for
the amplification condition is
temperature 59.9° C (= 60°C) which
is the  optimum annealing
temperature for the detection of
bacterial pathogen Leptospira spp.
(Figure.1). PCR annealing
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temperature optimization results are
then used to test real-time PCR in
this study. Annealing temperature of
60°C with a time of 1 minute is the
same as that used in the research
done by Smythe et al (2002). While
Fearnley et al (2007) using annealing
temperature of 55°C for 15 seconds.
Selection 59.9°C annealing
temperature (= 60°C) in this study
based on the value of Ct (cycle
threshold) and substrated signal (the

gl Gl

starting point where the fluorescence
is detected) compared to a lower
temperature or higher temperatures.
In the process of efficient
amplification required temperature
seftings for specific primer annealing,
If the temperature used is too high,
can cause failure of primer annealing
at the complementary DNA template.
If too low, the primer can be attached
at the wrong place and increase the
yield of non-specific amplification.
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Figure 1. Annealing temperature optimization results show that the annealing temperature

is abtained at a temperature of 59.9°C (= 60°C)

Optimization of Primer Concentration

Results of optimization of primary
concentration used in this research
that Primary Forward and Reverse
primers with different
concentrations: 0,25 ul with a final
concentration of 045 uM, 0.5 ul
with a final concentration of 0.9 uM,
0.75 ul with a final concentration of
135 uM, 1ul with a final
concentration of 1.8 uM, 1.25 ul with
a final concentration of 2.25 uM and
1.5 ul with a final concentration of
27 uM, 175 ul with a final
concentration of 3.15 uM and 2 ul
with a final concentration of 3.6 uM.

Results of optimization has been
done shows that the optimal
conditions obtained primary
concentration is at a concentration of
0.5 ul with a final concentration of
0.9 uM (Figure.2). In research done
by Smythe et al., (2002) using a
primer concentration of 3 pmol / ul,
Levett et al., (2005) using a primer
concentration of 300 uM and
Fearnley et al., (2007) using a primer
concentration of 500 uM. The
purpose of the use of primers in
DNA quantification test is to
determine the amount of DNA can
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be amplified and serves as
penginisiasi DNA  polymerase
reaction in vitro, because without a
primer, polymerase reaction will not
occur even if the enzymes and other

components already available. Also
primer also serves fo limit the area
which will be amplified in the PCR
reaction.

Fluorescence

LI I I I I I N

Figure 2. Prinicr concentration optimization results show that the primary optimal condition
is obtained .t a concentration of 0.5 ul with a final concentration of 0.9 uM,

Optimization of probe concentration

Resuits of optimization probe
concentration used in this research
that  probes  with  different
concentrations of each PCR tube is
0.1 ul with a final concentration of
0.1 um, 02 ul with a final
concentration of 0.2 uM, 0, 3 ul with
a final concentration of 0.3 uM, 0.4
ul with a final concentration of 0.4 ul,

0.5 ul with a final concentration of
0.5 uM, showed that the optimal
conditions obtained in the probe
concentration This study is the
concentration of 0.2 ul with a final
concentration of 0.2 uM (Figure. 3).
In a study conducted Smythe et al,,
2002 using a probe concentration of
2 pmol / ul.
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Figure 3. probe concentration optimization results show that the optimal conditions obtained
probe concentration is at a concentration of 0.2 ul with a final concentration of 0.2 uM.

Sensitivity based on DNA concentration

The sensitivity of real-time PCR limit of real-time PCR based on
testing conducted to determine the DNA concentrations for standard
lowest concentration of standard bacteria Leptospira spp in this study
bacterial DNA that can still be reached 75%x10™ ng /ul or 0.75 fg / ul
detected by real-time PCR. Detection (figure 4).
wl— 5 Y
T L 753x 107 ng/nl
5 3755 107 ng/l
2T > 2 73x 10 ng/l
d 7
}-- —t—_». . 75x 10% ng/pl
i : -
1 ; ST 5 75107 agpl
g 3 . /
= 7 1 » 6. 75x 10° ng/pl
- s
B O e Lt gl Wb i o SE i i Y Negative
1 + 4 - 3 + ; ; control

Figure 4, Results on real-time PCR test based sensitivity lowest concentration of DNA. 1.
Green color: 73x10” ng / ul; 2. light blue: 75x10” ng / ul; 3. dark blue: 75x10° ng / ul; 4.
pink: 75x10°° ng / ul; red ; 75x107ng/ul; 6. purple: 75110 ng/ul
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Specificity of real-time PCR

Real-time PCR specificity was tested
against various other bacteria,
especially bacteria contained in urine
and blood. Bacteria used for

specificity testing were
Streptococcus viridans,
Pseudomonas aeruginosa ATCC

mirabilis,
Acinetobacter anitratus, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhi,

dapifcurn T

Staphylococcus aureus ATCC 45923,
Klebsiella pneumoniae, Serattia
Marcescers, Acinetobacter
baumannii, Enterobacter aerogenes
and Mycobacterium  tuberculosis
H37Rwv. Real-time PCR results
showed that the primers used for
detection of Lepfospira spp bacteria
do not cross-react with the genomes
of these bacteria (figure 5).

NZE * Positive control
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Figure 5. Specificity test results in real-time PCR showed that the bacterium Streptococcus
viridans, Pseudamonas aeruginose ATCC 27853, Proteus mirabilis, Acinetobucter anitratus,
Escherichia coli ATCC 25922, Sulmonella nphi, Staphylococcus aurens ATCC 45923,
Klebsiella pneumoniae, Serattia marcescens, Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes

and Mycobacterivm tubercilosis H37TRv

In a study conducted Smythe et al.,
2002 against the 22 bacteria tested in
addition to Leptospira spp mentioned
that the specificity of the test gives a
negative result.

Simulation Test Simulation test in
this study aimed to see whether the
urine and blood of healthy humans
were tested free from bacteria
Leptospira. Determination of the
sensitivity of the blood of healthy

10

people based on bacterial DNA
standard dilution series In this study
the detection limits of real-time PCR
based on bacterial DNA standard
dilution series is the dilution 10° ng
ful. The sensitivity of real-time PCR
standard minimum concentration of
bacteria in the blood DNA of healthy
people reach 150 fg / ul which still
can be detected by checking real-
time PCR (Fig. 6).

Optimasi uji..., Ika Ningsih, FKUI, 2011



—— L
—_—

7
|

=1 1w Positive control

1. 0.015 ng/t

N
NN

-3

N

-
v

2.0.0015 ng/id

AR T i i By
~
N,
™~
™

~,
~

.
N

" 7 1 3.0.00015 ng/u
f s ( 150 fg/pl)
Rl . < il vy .
PR \\{“-:‘: i Eﬁl’: /_ —.-éf/ |
i N R . i _ > Negative control

Figure 6. Results of sensitivity blood of healthy persens based on bacterial DNA standard
dilution scries. red color; positive control: 1.wama blue: 0.015 ng / ul; 2.warna purple:
0.0015 ng/ ul; color yellow: 0.0015 ng/ ul (15 pg/ al).

While the results of real-time PCR that can be detected at a
testing of urine specimens are shown concentration of 0.00147 ng / ul
in Figure 12 which shows that the (1470 fgful).

concentration of DNA is the smallest
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Figure 12. DNA test results Leptospira spp detection in urine specinzens of healthy persons
with several concentrations of standard DNA. purple color; positive control; Green: 0.147 ng
/ pl; dark green: 0,0147 ng / pl; light blue: 0,00147 ng/ pl

From the research that has been done, detect pathogens Leprosipra spp

successfully obtained the owned FKUI microbiology

optimization of real-time PCR to laboratory. In this research, real-time
11
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