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Abstract

Leptospivosis is a worldwide zoonosis caused by pathogenic leptospira species.
Leptospirosis is endemic disease in the tropical wrban areas. Leptospirosis must always be
considered during the diffevential diagnosis of other tropical febrile illnesses. Laboratory
tesis are necessary lo confirm the diagnosis of clinically suspected lepiospirasis due io ifs
varied symptomatology. Leptospira has extend serogroup. The detection of antigen and
antibodies of leptospira are complicated. They depends on the samples available and temporal
stage of the illness, sensitivity and spesificity of laboratery method. The conventional tests
include direct microscopy, culture and the most widely used reference standard method the
microscopic agelutination test but have many limitations. A variefy of newer serological
tests and those based on molecular technigues have been developed.
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Abstrak

Leptospirosis merupakan zoonosis di selunuh duna yang disebabkan oleh spesies leptospira
patogen, Leplospirosis merupakan endemis pada daerah urban di negara tropis. Leptospirosis
harus selaln dipertimbangkan pada saat menemui penderita dengan demam di daerzh tropis,
Pemeriksaan laboratorium diperlukan sebagai konfinmasi diagnosis pada penderita vang secara kimis
baik gejala maupun tanda yang sangat bervariasi dicunigai leplospirosis. Leptospira memiliki serogroup
yang sangat besar, Deteksi antigen dan antibodi leptospira merupakan permasalahan yang rumit
oleh karena dipengaruhi ketersedizan sampel, onset penyakit maupun sensitifitas den spesifisitas
pemeriksaan, seroprevalensi populasi. Pemeriksaan secara konvensional adalah mikroskop secara
langsung, kultur, dan metode microscopic agglutination test (MAT) yang secara luas digunakan
sebagai standar rujukan, namun pemeriksaan terscbut memiliki banyak keterbatasan. Berbagai
macam tes serologi yang baru dan metode yang berbasis molekuler telah dikembangkan.,
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Pendahuluan

Leptospirosis merupakan penyakit
zoonosis, yaltu penyakit yang dapat
ditularkan dari hewan kepada manusia.
Leptospirosis diperkirakan merupakan
zoonosis yang paling luas tersebar di dunia.
Etinlogl leptospirosts adalah spirochaeta dari
genus leptospira,

Penularan leplospirosis terjadi
melalui kontak terhadap kulit, terutama jlka
kulit teriuka dan membran mukosa dengan
air, tanah lembab atau tanaman yang
terkontaminasi urin binatang yang terinfieksi?
Penularan dapat terjadi pula melalui kontak
langsung terhadap urin dan jaringan hewan
yang terinfeksi. Jalur penularan yang jarang
terjadi melalui makanan atau menghirup
udara yang mengandung kontaminan,
gigitan binatang atau hubungan sexual *

Masa inkubasi leptospirosis rata-
rata 10 hari { 4-26 hari). Gejaia klinis yang
muncul bervariasi mulai darn gambaran kinis
yang ringan sampai berat Gejala klinis dapat
timbul mendadak, yaitu demam, sakit
kepala, nyar otot, konjungtivitis dan kadang-
kadang disertal ruam, Komplikasi yang
terjadi dapat berupa Ikterus, meningitis,
perdarahan kulit, dan selaput mukosa serla
gagal ginjal. Leptospircsis memiliki spaktrum
yang luas, dar Infeksl subklinik sampal
sindroma multiorgan yang berat dengan
mortalitas yang tinggl. Pada stadium lanjut
terjadi kerusakan organ vital seperti hepar,
selaput otak dan ginjal yang berakibat
kematian penderita.? Manifestasi klinik sering
kali sulit dibedakan dengan dengue
haemorhagic fever, malaria, influenza atau
penyakit kain yang memiliki riwayat damam,
nyeri kepala atau nyen otot.*

Diagnosis leptospirosis blasanya
ditegakkan berdasar anamnesa, gambaran
klinis dan laboratoris. Diagnosis pasti
ditegakkan dengan ditemukannya kuman
leptospira pada darah, urin atau cairan
serebrospinal yaitu dengan pemenksaan
langsung maupun kultur. Penetapan
diagnostik dapat pula digunakan melalui
serokonversi atau peningkatan titer lebin
dari 4 kali dengan pemeriksaan microscopic
agglutination test (MAT).*57
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Pemeriksaan diagnostik laboratorik
leptospirosis yang sering digunakan adalah
melode serologl. Pemeriksaan serclogik
yang sering digunakan adalah MAT,
Enzyme-linked immnuosorbent assay
(ELISA) dan immunofiuorecsent antibody
test. Tes diagnostlk yang cepat dan mudah
adalah metode dipstich assay, lateral-Tow
assay dan latex based agglutination test.® .

Dalam penggunaan praklis
pemeriksaan-pemeriksaan di atas banyak
memiliki masatah. Hal ini terfadi sebagai
dampak dari teknis pemeriksaan,
ketersediaan sampel, sensitifitas dan
spesifisilas melede maupun alat yang
digunakan.®? Diagnosis laboratorik
leptospirosis sering menjadi  hal yang
membingungkan bagi profesi kesehatan
yang terdibat dalam diagnosis, pengelolaan
maupun sunveifance.” Dalam penggunaan
praktis, konfirmasi adarya keptospira melalui
deleksi antigen atau antibodi leptospira baik
secara langsung maupun tidak langsung
yang telah dikembangkan masih banyak

memiliki keterbatasan.
Tujuan penulisan makalsh ini untuk
mengetahui perkembangan teknik

pemeriksaan dan validitas masing-masing
pemeriksaan penunjang kanfirmasi eliologl
leptospirosis.

Manfaat yang diharapkan adalah
membantu klinisi maupun profecional
kesshatan lainnya dalam menentukan
pilihan pemeriksaan laboratorium yang
relevan untuk leptospirosis.

Diskusi
Etiologi

Leplospirosis disebabkan oleh
bakier leptospira sp. Baklen ini berbentuk
spiral, bertekstur lentur dan merupakan
bakteri gram negatif dengan flagela,
termasuk ordo spirochaetales, famili
repanometaceae. Diameter bakteri sebesar
0,06 - 0,1 .2

Leptospira sp terbagi menjadi dua
kelompok. Kelompok pertama adalah
leptospira inferrogans yang merupakan
kelompok patogen Kelompok ini terdiri atas
lebin dari 230 serogroup. Kelompok kedua
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adalah lepfospira biflexa yang merupakan
kelompok yang tidak palogen.®

Lapfospira interrogans maupun
leplospira biflexa memiliki sejumiah basar
sarovarian yang dibagl berdasar reaksi
aglutinasi terhadap antigen homolog. Jiks
lebih dari 10% titer antigen homolog tersisa

pada sedikitnya 1 atau 2 antisera yang
diulang, dua strain dikatakan memiliki
sergvarian yang berbeda. Pembagian
serogroup didasarkan atas asal daerah
yang memiliki kepentingan epidemiologi.
Sebagai contoh serogroup L, interrogan
memiliki berbagai serovarian (tabel 1).

Tabel 1. Beberapa serovarian pada masing-masing serogroup

Serovarian

lcterohaemorrhagiae, copenhageni, lai. Zimbabwe

Serogroup
icterohaemorrhagias,
Hebdomadis habdomadis, jules, kremastos
Autumnalis autumnalis, foribragg, bim, weerasinghe
Pyrogenes pyTogenes
Bataviaa balavias
Grippotyphosa grippetyphosa, canalzonas, ratnapura
Canicota canicola
Australis ausiralls, bratislava, lora
Pomona pomona
Javanica Javanica
Sgjroa sgjroe, saxkoebing, hardjo
Panama PANAMS, Mangus
Cynapler| cynopter
Dijasiman djasiman
Sarmin SATTIN
Mini mani, georgia
Tarassovi tarassovi
Ballem ballum, aroborea
Celladoni celledoni
Loulstana louisiana, lanka
Rananum FANANUM
Manhao manhao
Shermani ghermani
Hurstbridge hurstbridpe

Dikutip dari: Clin Microbiol Rev. 2001 Aprlil; 14(2); 296-326.
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Patogenesis

Leptospirosis memasuki tubuh
manusia melalui abrasi kulit atau melalul
membran mukosa yang intak seperti
conjungliva, mukosa cronasopharing.
Faktor vinsdensi ysng berperan adalah asam
hyluronat dan mofiltasnya. Selanjutrya akan
terjadi leptospiremia dan menyebar ke
seluruh organ. Organisma ini dapat diisolasi
dari darah atau Nquor cersbrospinal spinal
(LCS) pada 4-10 hari penyakit.

Leptospira mengakibatkan vaskulitis
pada endotel kapiler di seluruh tubuh yang
megakibatkan berbagal manifestasi kiinis
terutama pada hepar dan ginjal. Di dalam
ginjal akan menyebabkan nephritis
interstisial dan nekrosis tubular. DI dalam
liver menyebabkan nekrosis cenfrilobular
dengan proliferasi sef-sel kupfer, Di dalam
paru-paru mengakibatkan perdarahan. B
dalam otol skelet mengakibatkan
pembengkakan, vakuolisasi myofibril dan
nekrosks fokal. Pada saat antibodi terbentuk,
leptospira tersingkir dari semua tempal
kecuali mata, ginjal, dan otak, dimana akan
bertahan sampai beberapa minggu sampai
beberapa bulan. Persistensi
mikroorganisma ini dapal menyebabkan
uveitis rekuren.®

Respon sistem imun bekerja secara
efektif mengeliminasi crganisma letapi juga
memproduksi reaksl inflamasi dan
memunculkan gejala. Hal ini dapat
ditunjukkan dengan terjadinya meningitis
pada saat peningkatan titer antibodi.*

Leplospiremia terjadi pada kondisis
subklinik sampal dengan 1 minggu onsel.
Pada LCS atau cairan dialisat dapat
ditemukan leptospira maskipun dalam
jumiah yang kecil. Leptospira dapat muncul
dalam urin pada permulaan minggu kedua
sampai beberapa minggu.

Epidemialogl

lklim yang cocok untuk
perkembangan leptospira adalah udara
vang hangat, tanah yang lembab dan pH
alkalis. Keadaan demikian dijumpai pada
daerah tropis sepanjang tahun.™ Di negara
beriklim tropis, kejadian leptospirosis dapat
lebin banyak 1000 kali dibanding negara
subtropis dengan rislko penyakit lebih

dufiara Mediks
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beral." Di daerah subtropic jumiah kasus
leptospirosis tergantung pada musim,
dengan Insidensi lebih tinggl pada musim
gugur. *

Insidensi Leptospirosis yang telah
dilaporkan menggambarkan adanya kasus
yang terdiagnosis secara laboratorik
raupun berdasar indeks klinis. Di Amarika
Serikat insldensi teringgi terdadi di Hawall
dengan 100 kasus pertahun.*™

Di New Zaeland antara tahun 1990-
1998 sebesar 44 per 100.000. Angka
insidenst tertinggi terjadi pada pekerja yang
berhubungan dengan daging dan hutan.®

Panealitian di Baltimore menunjukkan
leptospirosis serdng lerdadl pada dewasa
muda dengan umur rata-rata 23,5 tahun.™
Ponelitian terhadap perbedaan janis kelamin
menunjukkan bahwa laki-laki memiliki risiko
8,8 kali lebih besar dibanding perempuan.®

Kejadian sporadis telah dilaporkan
saperii yang terjadi pada atlat triathlon di
llinois. Para perenang yang terbukti terpapar
sebanyak 30 dari 70 pesarta?

Faklor risiko leptospirosis akibat
pekerjaan yang ditemukan perfama kali
adalah pekerja lambang, selanjutnya
dilaporkan penjahit dan pekerja ikan,.
Petemak mempunyal risiko terpapar lebih
banyak di seluruh dunia. ®

Paparan kegiatan rekreasi dapat
terjadl pula, terutama olahraga yang
berhubungan dengan air, seperii berenang,
berkano, menyelam dan memancing.
Banyak wabah terjadi selama pertandingan
olah raga, lerutama terjadi pada musim
panas dan cuaca kering yang bertepatan
waktunya dengan perkembangbiakkan
leptospira di sungai dan kolam air tawar,
Kasus leplospirosis juga sering terjadi
salelah banjir besar.*

Selain pekerjaan dan lingkungan,
kebiasaan hidup juga merupakan faklor
risiko leptospirosis. Penelitian Bovet
menunjukkan lingkungan hidup di hutan,
sampah sekitar rumah, dan tikus di dapur
sebagi faklor risiko leptospirosis.
Kebizsaan hidup yang dapat menjadi faktor
risike adalah mencuci pakaian di sungai,
mandi di sungai berjalan tanpa alas kaki, luka
pada kulit serta keblasaan minum alkohol. ®
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Di Indonesia, dengan wilayah
sebaran Jawa Tengah, Yogyakarta, Jawa
Barat, Sumatera Utara, Riau, Jambi,
Sumatera Selatan, Bengkulu dan
Kalimantan Timur telah diidentifikasi sekitar
170 serovarian leplospira.’™ Survei pada
tahun 1995-1996 mennjukkan bahwa 10
spesimen dari 554 spesimen penduduk
Propinsi Sumatera Barat, Sumatera Utara,
Kalimantan Barat, Sulawesi Selatan dan
Sulawesi Utara positip mengandung

leptospira sp.™

Diagnosis Laboratorik

Menurut The Center for Disease
Control [(CDC Amerika) diagnosis
leptospirosis definitif dapal ditegakkan
dengan ditemukannya laptospira dari
spesimen apapun (darah, jaringan atau
cairan wbuh) atau adanya gambaran klinik
leptospirosis yang didukung oleh serclogi
positip. 2

Pemeriksaan mikroskopis

Leptospira dapat terlihat melalui
pemeriksaan langsung spesimen melalui
mikroskop medan gelap, immunofiucresensi
atau mikroskop cahaya selelah dilakukan
pangacatan khusus, Kira-kira 10 leptospiral
ml diperlukan untuk satu lepltospira
parlapangan pandang terlihat pada
mikroskop medan gelap.'” Menurut Kramer,
motode buffy coat Kuantitatif mampu
memgperlihatkan sensitifitas berkisar 10°
leptospira/ml.’®

Leptospiremia dapat dideteksi
mealaiul mikroskop hanya dalam baberapa
hari pertama fase akut. Femeriksaan
mikroskop medan gelap terhadap darah,
urin, LCS dan cairan dialisat memiliki
sensitifitas dan spesifisitas yang rendah.
Positip palsu maupun negatif palsu tidak
jarang terjadi meskipun diperksa oleh ienaga
yvang berpengalaman.®”

Pada relawan yang terinfeksi
serovarian grippotyphosa, leplospira
terdeteksi paling awal hari ke empat setelah
gejala. Tidak satupun sampel yang positip
yang diambil sesudah hari ke enam.
Hampir semua temuan penelitian
menunjukkan batwa leptospira terdalu kecil

berada di LCS untuk dideteksi dengan
mikroskop medan gelap. Mikroskop medan
gelap dapat mengalami mis-inferpretas/
terhadap fibrin atau protein yang
memparihatkan gerak brown.*

Meiode pengecatan lelah diterapkan
untuk meningkatkan sensitifitas pemeriksaan
secara langsung. Termasuk pengecatan
immunofluoresensi lerhadap urin, air dan
tanah zerta pengecaltan
immunoperoksidase lerhadap darah dan
urin. Pengecatan histopatologl telah
diterapkan pula untuk meningkatkan
sensilifitas pemeriksaan dalam jaringan.
Baru-baru ini telah diperkenalkan metode
immunchistokimia.®?

Pemeriksaan Kultur

Leptospiremia terjadi pada tahap
pertama penyakit dimulai sebelum onset
gejala dan berakhir pada minggu pertama
sakit. Oleh karena itu kultur darah sebaiknya
dilakukan sesegera mungkin setelah muneul
onset penyakit. Satu atau dua tetes darah
diingkulasikan ke dalam 10 cc media
semisolid yang berisi S-fluorouraci|, Deteksi
secara cepat leplospira dengan metode
radiometri. Leptospira bertahan dalam
media kultur kenvensional dalam beberapa
hari. Jarang terjadi leptospira dapat diisolasi
setelah salu minggu onset. Isolasi
leptospira dari sampel klinis mamberikan
kepastian diagnosis dan membantu
identifikasi prevalensi serogroup.”

Spesimen LCS dan cairan dialisat
dapat pula dikultur selama 1 minggu pertama
onset penyakit. Urine dapat dikultur dari
permulaan minggu kedua onset penyakit.
Lamanya ekskresl urin bervariasi tetapi
dapat terjadi sampai beberapa minggu.
Daya tahan leplospira di dalam urin sangat
terbatas sehingga proses sentrifugasi harus
sesegera mungkin dan dilkuli resuspensi
sedimen dengan dengan phosphat-
buffered saling. Selanjulnya dilkuli dengan
inckulasi dalam media semi solid yang berisi
S-fluorouracil.*

Kultur diinkubasi pada suhu 28° to
30°C dan diperiksa dengan mikroskop
meadan gelap dalam satu minggu hingga 13
minggu sebelum dibuang. Kultur yang
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terkontaminasi di saring dengan filter ukuran
0.2 pm or 0.45um sebelum subkultur ke
dalam media sagar.™

Penggunaan kultur sebagai
konfirmasi diagnosis jarang dilakukan
dikarenakan sangat rumit, mahal,
menghabiskan banyak wakiu dan
memerukan waktu inkubasi yang panjang
(minimal 1 bulan untuk dinyatakan negalif)
dan memiliki sensitifitas yang rendah.
Leptospira juga memilikl waktu
penggandaan yang lama (6-8 jam).
Diperlukan pula keamanan laboratorium
tingkat 1l {Biosafety fevel I} untuk menjaga
infeksiusitasnya®

lsolat leptospira dari hasil kultur
diidentifikasi melalui pemeriksaan serologl
ataupun tehnik molekuler. Metode lama
yang dapal digunakan adalah cross-
aggiutinin absorplion. Sedikit laboratorium
yang mampu menyelenggarakan
pemeriksaan identifikasi isolat leptospira,
Laboratorium yang mampu menyediakan
pemeriksaan MAT dapat melakukan
identifikasi secara cepat melalul penggunaan
panel antibodi monokional, ldentifikasi
melalui metode molekuler telah
berkembang dan digunakan secara luas. *

Leptospira sering sensilif terhadap
bela-lactam, macrolides, tetracyclines,
fluoroquinolones and streplomycin.
Parmasalahan uji sensitifitas melipul masa
inkubasi yang panjang, menggunakan media
yang berisi serum dan kesulitan
penghitungan pertumbuhan secara akurat.™

Pemeriksaan Serologi
Deteksi antigen

Deteksi antigen dalam spesimen
klinik memiliki sensitifitas yang lebih tinggi
dibanding mikroskop medan gelap. Metode
RIA (Radioimmunoassay) dapat
mendeteksi 10*10° sub leptospira/ml
sedangkan metode ELISA (enzymea-linked
immunosorbent assay) mampu mendeteksi
108 sub leplospira/iml. Metode CLIA
(chemiluminescent immunocassay) telah
diterapkan narmun memiliki sensiifitas lebih
rendah dibanding ELISA. Baru-baru ini telah
dikembangkan melode immuromagnefic
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antigen capture yang dikombinasikan
dengan fluorcimmunoassay untuk
mendeteksi sedikitnya 10°sub leptospiralimi
urin pada tikus yang terinfeksi serovarian
hardjo.*1

Deteksi Antibodi

Paling banyak kasus leplospirosis
dideteksi dengan ditemukannya antibodi.*#
Antibodi dapat dideteksi pada hari ke enam
hingga ke sepuluh cnsel penyakit dan
mencapai puncak pada minggu ke tiga dan
ke empat. Kadar antibodi selanjutnya
berkurang secara bartahap namun telap
tersisa hingga beberapa tahun. Metode
serologis dapat dibagi menjadi dua
kelompok. Kelompok pertama untuk genus
spesifik dan yang lain untuk serogroup
spesifik. Penggunan tes aglutinasi telah
dilakukan pertama kali, Sampai saat ini
masih sedikit serovarian yvang dikenal dan
belum ada upaya untuk meambuat standar
metodologl di antara laboratorium-
laboratorium. Telah banyak metode serclogi
yang diterapkan namun temuan serologi
secara definitif  leplospira masih
menggunakan metode MAT 4

Microscopic agglutination fest
(MAT)

Metode rujukan diagnosis serclogis
lepiospirosis adalah MAT yang mana serum
pasien direaksikan terhadap suspensi
antigen beberapa serovarian leptospira,
Beberapa laboratorium menggunakan 22
serovarian leptospira. Sesudah inkubasi
{selama 1,5 Jam} campuran serum-antigen
diperiksa dengan mikroskop uniuk aglutinasi
dan titernya. Beberapa modifikasi
pemeriksaan ini dilakukan seperti
pembacaan microtiter frays. MAT dibaca
menggunakan mikroskop meadan gelap.
Spesimen diencerkan saerial dalam 96
sumur. Titik akhir larutan yvang paling encer
adalah dimana ferjadi aglutinasi sebasar
50%. Oleh karena kesulitan dalam
pengamatan adanya 50% aglutinasi,
ditetapkan adanya leptospira yang bebas
atau tidak teraglutinasi sebesar 50%.
Leptospira yang tidak teraglutinasi
dibandingkan dengan suspensi kontrol. %1

Kelemahan Metode MAT dalam
subyeklifitas pengamatan aglutinasi peru
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diperhatikan. Beberapa laboratorium
menggunakan cut of point titer sebesar >
1:200 untuk daerah non endemis dan
>1:800 untuk daerah endemis, Laboratodum
yang berbeda menggunakan perbedaan cut
off darl range titer dari 1/100 hingga 1/800
untuk diagnosis mungkin menghasilkan
overdiagnosis dan overeslimation dari
beban penyakit. Kepentingan penentuan
titer ini untuk menghindari perhatian yang
berlebihan di masyarakat,®'*

Interpretasi pemeriksaan MAT
sangatiah rumii dikarenakan adanya reaksi
silang yang tinggi diantara serogroup yang
berbada terulama pada sampel fase akul.
Hal ini menimbulkan perkiraan yang luas,
dan pasien senng memiliki titer yang mirip
pada semua serovarian. Dijumpai adanya
titer paling tinggi lerdeteksi lerhadap suatu
serogroup vang tidak barhubungan dengan
Jenis yang menginfeksi. Reaksi silang yang
luas pada fase akul disebablan oleh deteksi
MAT terhadap antibodi lgh maupun IgG
dan keberadaan beberapa antigen umum
diantara leptospira. =

MAT merupakan uji yang rumit dalam
hal kontrol, pelaksanaan dan interpretasinya.
Kehidupan semua Sserovarian yang
diperlukan sebagai antigen membutuhkan
perawatan khusus. Kekurangan [ain dari
metode MAT adalah risiko kontaminasi
terhadap antigen kultur yang mana
memerlukan verifikasi periodik untuk
masing-masing serovarian. Titer MAT juga
dipengaruhi oleh pertumbuhan antigen
dalam medium kultur, Subkultur yang
diulang mingguan dari sejumlah besar
strains memunculkan bahaya terhadap
pekera laboratorium. & ™

Tes Serologl lain

Dikarenakan rurmitnya pemeriksaan
MAT, telah dikembangkan pemeriksaan
penyanng yang cepat {rapid screening tests)
untuk mendsteksi antibodi leptospirosis pada
kasus infeksi akut seperi. Complement
fixation fest Sensilized erythrocyte lysis
Msacroscopic  slide  agglutination
Immunfluorescence, Paloc  slide
aggiutination test, Indirect hemagglutination,
Dol-ELISA fgM dipslick,
Counterimmunoelectrophoresis, ELISA,

Microcapswle agglutination, Lafex
aggiutinatio. Fiksasi komplemen [
Complement fixation (CF) secara luas talah
digunakan namun tidak terstandarisasi.
Metode fiksasi komplemen banyak
digunakan dalam diagnosis leptospirosis
lernak. Metode ini telah digantikan metode
ELISA.M

Antibodi IgM paling awal terdeteksi
2 hari setelah onsel sedangkan Ig G paling
awal terjadi setelah 7 har onsel penyakil.
Antibodi 1gM leptospira dapat dideteksi
dalam minggu pertama sakit yang dapat
menjadi dasar diagnosis maupun terapi
inisiasi, yang sementara ini dinilai paling
efeklil. Kadar antibedi yang rendah atau
negatif terjadi selama infeksi awal. Deteksi
lgM vang dilakukan berulang menunjukkan
sensitifitas yang lebih baik dibanding MAT
pada spesimen pertama yang diambil pada
fase akut penyakit.*

Paling banyak vang tersedia adalah
kit metode ELISA yang menggunakan strain
non-pathogenic L. biflexa pafoc 1 sebagal
antigen. Kekurangan tes ini adalah
serovarian yang infektif idak dapat dinilai.
Tes ini lebih sensitif dibanding MAT namun
kurang spesifix. 2

Infeksi akut diyakini dar peningkatan
titer pemeriksaan tunggal pada febris akut,
Kekuatan konfirmasi diagnostik ini
tergantung pada katar belakang paparan dan
seroprevalensi. CDC menetapkan
peningkatan titer > 200 dengan klinis yang
sesuai sebagai diduga (probable)
leptospirosis. Peningkatan titer ini lebih
sessuai untuk individu dengan tanpa riwayat
paparan. Pada daerah endemis
paningkatan titar > 800 dengan klinis sesuai
umumnya diindikasikan sebagai
leplospirosis. Kenaikan titer sama atau lebih
dari 1600 diyakini sebagai leplospirgsis.?

Pemariksaan |gM-specific dot-
ELISA telah dikembangkan, dimana antigen
polyvalen leptospira dilabelkan (dofted) pada
nitrocellulosa fitter disks dalam sumur
mikrotiter {penggunaan volume reagen
yang lebih kecil). Modifikasi lebih lanjut
adalah pendetekslan 1gG and IgA. Igh dot-
ELISA dalam bentuk dipstik dikembangkan
dengan sensitifitas yang sama dengan



-

mikrotiter plate, selanjutnya penggunaan
dipstik ini menjadi lebih meluas. Ujl
immunoblof menggunakan colloidal gold
conjugate telah dikembanghkan, dengan
kecepatan pemeriksaan hanya 30 menit.**
Sejumlah metode yang
menggunakan eritrosit yang disensitisasi
telah diperkenalkan, Ekstraksi substansi
eritrosit yang tersensitisasi mempelopori
perkembangan pemeriksaan hemolitik yang
memerukan komplemen dan pemenksaan
hemaglutinasi. Uji ini mendeteksi antobodi
lgh maupun IgG. Indirect hermagglufination
assay (IHA) yang dikembangkan CDC
memperlihalkan sensitifitas dan spesifisitas
sebesar 82% dan 85% dibandingkan MAT,
Sansitifitas dan spesifisitas tergantung pada
dua faktor yakni prevalensi penyakit dan
kriteria klinik yang digunakan uniuk
mensebeksi populasi yang diujl.™

100

804

Percent positive
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Tes aglutinasi mikrokapsul  yang
menggunakan polimer sintesis yang
ditabelkan eritrosit telah diteliti secara luas.
Metode inl dilaporkan memiliki sensitifitas
yang lebih baik dibanding salah satu MAT
atau IgM-ELISA pada awal fase akut, tetapi
gagal dalam mendeteksi infeksi yang
dizebabkan oleh baberapa serovarian.
Keuntungan dari metode aglutinasi langsung
ini adalah dapat diterapkan tanpa modifikasl
serum dari spesies binatang fain. *°

Dalam suatu penealitian
perbandingan sensitifitas beberapa tes
serologi terhadap IgM yang dilakukan Mary,
menunjukkan fidak lebih darl 209 terdeteksi
pada hari 3, dan mendekati 100% terdeteksi
pada har ke 10-12. Secara bertahap uji
sensitifitas menunjukkan penurunan
{gambar 1).*
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leptospirosis akut
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Teknik lain yang diterapkan untuk
deteksi antibodi leptospire adalah
immunofluorascence, RIA,
counfenmmunosfectrophoresis, dan thin-
layer immuncassay. Metode-metode ini
tidak digunakan secara luas, ™
Diagnosis Molekuler

DMNA Leptospira telah dideteksi pada
spesimen klinik dengan dol-blotling dan
hibridisasi in-situ. Sensitifitas probes
HsubP-labeled yangdigunakan kira-kira
sebesar 10%ub leptospira’mi, terlampau
rendah bila dibanding sensilifitas PCR.
Selanjutnya melode ini lidak digunakan
secara luas unfuk diagnosis karena
keberadaan PCR.*"™

Beberapa pasang primer untuk
pendeteksian melalu: PCR didasarkan atas
specific gene fargets, yang lerbanyak 165
atau gen rRNA dan repelilive gene. Metode
ini terbukti memperkuat DNA lepiospira dari
spesimen manusia atau hewan dan telah
diterapkan secara luas uniuk keperiuan
klinis. Metode ini lebih sensitif dibanding
kultur, =

Dalam suatu penelitian
perbandingan, kultur dan PCR masing-
masing 48 % dan 62 % positip namun
pemenksaan positip serologi 97%, meskipun
PCR positip pada dua pasien yang
meninggal sebelum serokonversi, Pada
penelitian itlu didapatkan pula 18% positip
menggunakan PCR pada seronegatif fase
am_m

Kelerbalasan PCR uniuk keperiusn
diagnosis adalah ketidamampuanya untuk
mendeteksi serovaran yang menginfeksi.
Kelemahan ini tidak bermakna dalam
pengelolaan pasien, namun barnilai untuk
kepentingan epidemiclogi. Strategi yang
dikembangkan untuk permasalahan ini
termasuk restriction endonuclease
digestion, direct sequencing of amplicons,
dan analisa konfirmasi rantai tunggal { single-
strand conformation analysis/SSCP),
Genome spesies leptospira dapat dibedakan
melalui PCR dengan elekiroforesis pada
non-denaturing polyacrylamide gels, yang
diikuti pengecatan siver tanpa penambahan
tahap purifikasi dan denaturasi."®

PCR dapat digunakan untuk
membeadakan serovarian patogen terhadap
non patogen. Pemeriksaan PCR
fluorescent-probe §' exonuclease terbukti
dapat mendeleksi secara cepat leptospira
pamn_iﬂi

Maolecular typing

Kesulitan dalam mengidentifikasi
dan menentukan subtipe leptospira
menghendaki dikembangkannya melode
molekuler. Metode yang digunakan adalah
digesti kromosom DMNA dengan restriksi
endonuklease (restriction endonucloaseas!
REA), restriksi rantai panjang polimorfi
(restriction fragment length polymorphism/
RFELFP), ribotyping, pulsed fieid gel
alecirophorasis (PFGE), dan sejumlah
pendekatan lain yang didasarkan pada
PEE_.‘-'_-H

Metode REA telah diteliti secara
luas. Pembedaan genotif dar serovarian
hardjo telah ditunjukkan. Isolat dari sapi
telah dibedakan (genotif hardjobovis)
menjadi subtipe A, B dan C,2®

Metode ribotyping talah
menunjukkan hubungan yang balk pada
klasifikasi filogenetik leplospira menjadi 11
genomspecies. Penggunaan EcoRl untuk
digesti dan 165 dan 23Sr RNA darl
Escherichia Coli sebagai probe telah
dilakukan. **®

PFGE telah terbukli berguna dalam
menggambarkan serovarian leplospira.
Leptospira inferrogans memberikan pola
unik uniuk serovarian yang berbeda.
Meskipun terdapal beberapa serovarian
yang sulit dibedakan, PFGE masih menjad|
standar defacto penggambaran molekular
isolat leptospira >

Sebuah faktor yang membatasi
dalam semua metode analisa kromosom
DNA adalah diperlukannya jumlah yang
besar DNA murni. Upaya mengalasi
masalah ini ditempuh analisa seksi
amplifikasi PCR dari DNA leplospira dengan
menggunakan sidik jari DNA (DNA
fingerprinting) yang memakai arbitrari
primer yang lelah dipelajan secara luas,
dimana menggunakan primer dan kondisi
yang berbada. Namun reprodusibilitasnya
sukar uniuk tercapai dan tanpa standarisasi
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absolut

prosedur parcabaan.

Penampilannya dipengaruhl secara
bermakna oleh primer yang digunakan,
kuantitas dan kualitas cetakan DMNA dan
kondisi elektroforesis. ==

Kesimpulan

Dari paparan pembahasan dapat

ditarik beberapa kesimpulan sebagal
berikut:

1.

Leptospira memiliki pembagian
Serogroup Maupun serovarian yang
sangaliuas.

Penetapan diagosis labotaroris dapat
ditetapkan melalul pemeriksaan
mikroskopis secara langsung, kultur,
serologl, dan analisa molekular.
Pemeriksaan secara langsung
menggunakan mikroskop medan gelap
memiliki sensitifitas yang rendah dan
memiliki positip maupun negatif palsu
yang besar.

Pemeriksaan kultur tidak dapat
digunakan untuk konfirmasi diagnostik
infeksi akut,

Metode MAT merupakan standar
pemeriksaan melalui deteksi antibodi,
pelaksanaan sangal rumit dan fidak
semua laboratorium menyedizkannya.
Pemeriksaan deteksi antibodi selain
MAT dikembangkan untuk deteksi
leptospirosis fase akul

Metode analisa DNA maupun motekuler
memilikl sensitifitas lebih baik namun
perlu pengermbangan dalam spesifisitas.
Sensitifitas maupun sensitifitas uji
diagnostik leptospirosis untuk tiap-tiap
metode bergantung pada onsef klinis,
waktu pengambilan sampel dan
seroprevalensi,
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