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Pokok Bahasan
	
5. UJI LABORATORIUM LAPANGAN/ UJI CEPAT


	
[image: I:\Sandisk 27_04_12\Modul Del\training\images\01.gif]

Latar Belakang
	Dalam sistematika investigasi penyakit, untuk memperoleh data dan fakta yang obyektif adalah dengan melakukan uji lapangan (uji cepat). Namun sayangnya tidak semua penyakit dapat dilakukan uji cepat/ uji lapangan. Dalam bahasan ini uji lapangan/ uji cepat yang akan dibahas adalah uji RBT untuk Brucellosis dan uji pewarnaan Anthraks di laboratorium tipe c ataupun di Puskeswan. Tujuan dari uji lapangan/ uji cepat ini adalah memperoleh hasil data obyektif sehingga dapat melakukan respon dengan cepat.

	[image: I:\Sandisk 27_04_12\Modul Del\training\images\f-05.gif]
Tujuan Umum
	
Meningkatkan keterampilan peserta untuk dapat melakukan uji RBT dan pemeriksaan pewarnaan Anthraks dalam rangka  memperoleh data dan informasi yang obyektif.
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Sub Pokok Bahasan
	
1. Uji RBT dan interpretasi hasil
2. Pewarnaan Anthraks dan interpretasi hasil

	
[image: https://encrypted-tbn3.google.com/images?q=tbn:ANd9GcQnOKGkq2qWTJpke8zNnW_FEaWN6X4cXnzO6DhvXF4TxmNTdnINaA]

Tujuan Khusus
	
1. Peserta terampil melakukan uji RBT dan mengiterpretasikan hasil ujinya
2. Peserta terampil melakukan uji pewarnaan anthraks dan menginterpretasikan hasil ujinya
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Metode
	
1. Ceramah
2. Diskusi kelas
3. Praktek
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Alat, bahan dan media
	1. Plano
2. Spidol 
3. Lakban
4. Proyektor
5. Notebook
6. Whiteboard
7. Serum darah
8. Reagen RBT
9. Plate uji RBT
10. Pipet/ Micropipette 
11. Methanol
12. Ethanol 95 %
13. Pottasium Hydroxide (KOH) 0,01%
14. Methylen Blue
15. K2CO3
16. Aquadest
17. Hipochlorit 10 %
18. Oil imersi
19. Tissue / kertas saring
20. Object glass
21. Pinset
22. Pipet pasteur
23. Botol tempat penyimpanan zat pewarnaan
24. Erlenmeyer
25. Bak penampung bilasan air ( cawan petri )
26. Rak pewarnaan
27. Sarung tangan 
28. Masker 
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Waktu
	

90 menit
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Alur Sessi
	Penegasan dan Penutup
Uji  RBT dan Interpretasi
Pewarnaan Anthraks dan Interpretasi
Pembukaan dan penjelasan alur


	[image: I:\Sandisk 27_04_12\Modul Del\training\images\k-15.gif]
Proses Fasilitasi
	A. Pembukaan dan Penjelasan Alur
1. Berikan salam dan jelaskan tujuan serta alur sessi yang akan dilakukan.
2. Berikan kesempatan kepada peserta kalau ada yang memberikan komentar terhadap tujuan dan alur sessi.

B. Uji RBT dan Interpretasi
1. Lakukan bagi kelompok dan pembagian tugas untuk melakukan praktek. Ikuti lampiran pada modul ini.

C. Pewarnaan Anthraks dan Interpretasi
1. Lakukan bagi kelompok dan pembagian tugas untuk melakukan praktek. Ikuti lampiran pada modul ini.

Mohon dijelaskan!! Hal-hal yang perlu diperhatikan terhadap keamanan diri dan disposal bahan, alat bahan yang digunakan.

D. Penegasan dan Penutup
1. Setelah seluruh sessi selesai, tegaskanlah kembali seluruh kesimpulan mulai dari sessi pertama sampai terakhir.
2. Jelaskan juga bahwa pokok bahasan ini sangat terkait dengan pokok bahasan berikatnya.
3. Seluruh sessi telah selesai, berikan aplaus untuk seluruh peserta. 

















Lampiran:
Teknik  Uji  Cepat / Uji Lapang Penyakit Anthraks
[bookmark: _GoBack]Uji Cepat Penyakit Anthraks Dengan Menggunakan Pewarnaan Polychrome Methylen Blue
Bahan :
1. Methanol
1. Ethanol 95 %
1. Pottasium Hydroxide (KOH) 0,01%
1. Methylen Blue
1. K2CO3
1. Aquadest
1. Hipochlorit 10 %
1. Oil imersi
1. Tissue / kertas saring

Alat :
1. Object glass
1. Pinset
1. Pipet pasteur
1. Botol tempat penyimpanan zat pewarnaan
1. Erlenmeyer
1. Bak penampung bilasan air ( cawan petri )
1. Rak pewarnaan
1. Sarung tangan 
1. Masker 

Cara pembuatan Polychrome Methylen Blue M’ Fadyean’s Stain ( OIE )
Persiapan larutan
1. Methylen blue	:	0,3 gram
1. Ethanol 95 %	:	30 ml
Bahan Chemical a dan b dicampur hingga homogen, kemudian ditambahkan :
1. Pottasium Hydroxide (KOH) 0,01%	:	100 ml
1. Setelah bahan a, b, dan c telah terhomogen, saring dan masukkan ke dalam botol diisi setengah botol saja, jangan diisi sampai penuh supaya terjadi oksidasi. Untuk oksidasi hingga diperoleh polychrome memerlukan waktu ± 1 tahun dan botol harus dikocok sewaktu-waktu. Methylen blue yang polychrome adalah berwarna ungu, tidak berwarna biru seperti semula. Oksidasi dapat  dipercepat  dengan penambahan 1 % K2CO3 dari konsentrasi akhir.

Prosedur :
1. Fiksasi preparat ulas darah dengan methanol
1. Letakkan dalam wadah sehingga air bilasan tidak tercecer.
1. Tuangkan zat warna Polychrome Methilen Blue diamkan  1 menit
1. Bilas dengan air, tampung air bilasan dalam wadah (cawan petri atau sejenisnya )
1. Letakkan preparat diatas kertas tissue / kertas saring
1. Keringkan diudara, tambahkan oil emersi periksa mikroskop perbesaran 1000x
1. Penanganan waste disposal, tambahkan hipochlorit 10 % ke dalam wadah bilasan pewarnaan

Interpretasi Hasil
Bacillus anthracis pada pewaraan Polychrome Methylen Blue ( M’Fadyean  Stain ) berwarna biru gelap, kapsul berwarna pink amorphous, spora berbentuk oval terletak di sentral.
                   [image: B.anthracis capsule - MacFadyean's stain. SRC HPA]      [image: ]
                         Pewarnaan Polychrome Methylen Blue B. anthracis





Perhatian :
Semua pengerjaan pengujian harus memperhatikan Good Labolatory Practise : 
1. Mencuci tangan sebelum dan sesudah bekerja
1. Semua manipulasi sampel yang dicurigai anthraks harus dilakukan di dalam BSC
1. Menggunakan jas laboratorium, masker, sarung tangan serta alas kaki tertutup
1. Pemeriksaan harus dilakukan dengan hati-hati jangan sampai terjadi tumpahan / percikan / spill
1. Penanganan waste disposal, dan pemusnahan material pengujian dalam incenerator
1. Apabila pemeriksaan telah selesai, semua peralatan harus diautoclaf dua kali pada 1210C dengan interval minimal 2 jam

Teknik  Uji  Cepat / Uji Lapang Penyakit Brucellosis
Uji Cepat penyakit Brucellosis Dengan Menggunakan Rose Bengal Test (RBT )

Prinsip
Berdasarkan reaksi antara antigen dan antibodi ditandai dengan adanya aglutinasi.

Reagensia
	1. Desinfektan
	Aquadest dan alkohol 70%

	2. Antigen
	Rose Bengal Antigen (Brucella abortus strain 99 atau strain 1119-3).

	3. Serum 
	Serum kontrol positif dan kontrol negatif.



Peralatan
	1. Plate
	Plate keramik, plate porselen, formika atau microplate.

	2. Micropipette
	single channel, 25 µl (tanpa kalibrasi) atau pipet pasteur.

	3. Pengaduk 
	Tusuk gigi

	4. Rotary agglutinator
	Alat penggoyang plate. (merek bebas)

	5. Sentrifuge
	Portable centrifuge (merek bebas)



Prosedur
	1.  Bersihkan plate keramik, plate porselen, formika atau macroplate yang akan digunakan, dilap dengan kapas beralkohol kemudian keringkan.

	2. Sampel serum dikeluarkan dari freezer dan antigen brucella RBT dikeluarkan dari referegerator dan biarkan beberapa menit pada suhu kamar.

	3.  Serum yang akan diuji diambil 25-30 µl dengan pipet Pasteur dan teteskan di atas plate WHO (80 lubang) pada lubang 1-78. Kontrol serum positif diteteskan pada lubang 79, kontrol serum negatif diteteskan pada lubang nomor 80. 

	4.  Teteskan 25-30 µl (volume sama dengan serum) RBT antigen di samping tiap tetesan serum.

	5.  Serum dan antigen diaduk dengan tusuk gigi hingga membentuk lingkaran diameter + 2 cm. Bilamana menggunakan makroplate pengadukan dapat dilakukan dengan cara menggoyangkan plate tanpa menggunakan tusuk gigi.

	6. Plate digoyangkan diagonal melingkar selama 4 menit dengan menggunakan rotary aglutinator atau digoyang secara manual.

	1. Amati terjadinya aglutinasi.




Interpretasi Hasil
Pengamatan Hasil
	a.
	Amati ada tidaknya aglutinasi selama waktu plate digoyangkan.

	b.
	[image: RBT0]
	Nilai 0 (negative) bila tidak ada aglutinasi, campuran antigen dan serum tetap homogen dan berwarna ungu kemerah-merahan.

	c.
	[image: RBT1]
	Nilai +1, bila terjadi aglutinasi ringan berupa butiran halus dengan tepi dikelilingi partikel halus membentuk garis yang terputus-putus.

	d.
	[image: RBT2]
	Nilai +2, bila terjadi aglutinasi sedang berupa butiran seperti pasir denga tepi pinggiran lebar yang dibentuk oleh partikel aglutinasi.

	e.
	[image: RBT3]
	Nilai +3, bila terjadi aglutinasi sempurna berupa butiran yang sangat jelas dan kasar.
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