[ Y

KAJIAN

PEMERIKSAAN LABORATORIUM UNTUK
MENDIAGNOSIS PENYAKIT LEPTOSPIROSIS

I Made Setiawan*

Abstrak

Penyakit leptospirosis disebabkan oleh bakteri Leptospira dan tersebar di seluruh dunia terutama di
negara tropis dengan kelembaban yang tinggi. Penyakit ini dapat ditemukan di daerah pedesaan
maupun perkotaan. Walapun demikian, penyakit ini sangat jarang dilaporkan. Hal ini mungkin
disebabkan penyakit leptospirosis sulit dideteksi, karena mempunyai gejala klinis mirip dengan penyakit
lain seperti influenza, hepatitis, demam dengue, tuberkulosis, malaria, dil. Berdasarkan hal tersebul,
maka perlu alat diagnostik canggih yang dapat mendeteksi penyakit secara dini, sehingga
penatalaksanaan penderita dapat dilakukan dengan tepat. Ada berbagai teknik laboratorium yang dapat
digunakan untuk mendiagnosis penyakit leptospirosis diantaranya, (1) mendeteksi Leptospira secara
langsung menggunakan mikroskop lapangan gelap atau mendeteksi bakteri Leptospira dengan
membiakkan; (2) mendeteksi gen spesifik Leptospira menggunakan PCR; (3) mendeteksi antibodi
terhadap Leptospira secara serologis menggunakan metode MAT, ELISA, RIA, IHA, dil. Semua metode
ini mempunyai kelebihan dan kekurangan. Informasi ini dapat berguna untuk para klinisi, peneliti, dan

ahli epidemiologi dalam menginterpretasi hasil pemeriksaan laboratorium.

Kata kunci. leptospirosis, metode laboratorium, PCR, MAT, ELISA

Pendahuluan

I eptospirosis adalah penyakit zoonosis
yang sangat penting, dan ditemukan
hampir di seluruh dunia, terutama di

belahan bumi beriklim tropis dan subtropis.
Penyakit ini dapat berkembang menjadi epidemi
di daecrah perkotaan maupun pedesaan.'”
Leptospirosis disebabkan oleh spirochaeta ter-
masuk genus Lepfospira, terdiri lebih dari 250
serovars.>” Pada manusia biasanya terjadi setelah
penderita kontak dengan air tergenang yang
terkontaminasi dengan kencing binatang vang
terinfeksi, atau mempunyai pekerjaan berhubung-
an dengan tanah basah yang terkontaminasi
dengan leptospira.”

Epidemi penyakit leptospirosis pada
manusia di daerah tropis, terutama terjadi pada
musim hujan. Gejala klinis yang timbul sangat
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bervariasi dar1 penyakit tanpa gejala sampai gejala
yang sangat berat, seperti panas tinggi, nyeri otot
dan sendi yang sangat hebat, kelainan pernafasan,
hepar, ginjal, sampai terjadi penurunan kesadar-
an.'” Gejala penyakit leptospirosis sering
menyerupal gejala penyakit lain, seperti malaria,
tuberkulosis, hepatitis, demam thypoid, dan
infeksi parasit lainnya.” Oleh karena itu, untuk
menegakkan diagnosis pasti dengan hanya
berdasarkan gejala klinis adalah sangat sulit,
sechingga diperlukan pemeriksaan laboratorium
yang cepat, tepat, dengan sensitifitas dan
spesifisitas yang tinggi.

Tulisan 1n1 menguraikan metode labo-
ratortum yang digunakan dalam menegakkan
diagnosis penyakit leptospirosis sebagai masukan
untuk klinisi, peneliti, dan epidemiologist.
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Gambar. Gambaran Elektronmikroskop Serovar L. interrogans Galur

Icterohaemorrhagiae yang Berikatan pada Membrane Filter’

Struktur/Morfologi

Famili /leptospiraceae termasuk orde
spirochaetales sekarang dibagi menjadi 3 genera:
Leptospira, Leptonema dan Tumeria (dulu disebut
L. parva).® Sebelum tahun 1989 genus Leptospira
dibagi menjadi dua spesies yaitu L. interrogans
merupakan galur patogen, dan L. biflexa
merupakan galur saprofit yang diisolasi dari
lingkungan.>’

Leptospira  adalah  spirochaeta  yang
berbentuk pegas/coil dengan ukuran garis tengah
0,1 pm dan panjang 6-20 pm. Kadang-kadang
ditemukan jauh lebih panjang. Amplitudo heliks
mencapai 0,1-0,15 pm dengan panjang gelombang
mencapai 0,5 um. Salah satu atau kedua ujung sel
melengkung dengan sudut yang berlawanan.
Mempunyai dua filamen aksial dengan insersi
polar terletak dalam ruang periplasma. Struktur
protein flagella sangat komplek.>®

Pengambilan Sampel Spesimen

Saat pengambilan sampel sangat tergantung
pada fase infeksi penyakit. Leptospira biasanya
berada di dalam peredaran darah penderita kira-
kira 10 hari setelah terjadi infeksi. Lepfospira juga
ditemukan pada cairan tubuh yang lain seperti,
urine, cairan serebrospinal, beberapa hari sesudah
serangan penyakit, dan pada saat bersamaan juga
dia masuk ke organ dalam penderita. Titer
antibodi yang dapat dideteksi kira-kira 5-10 hari
sesudah serangan penyakit, kadang-kadang lebih

lama bila penderita sudah mendapat pengobatan
antibiotika.’®

Jenis sampel yang sering digunakan
adalah:®

1. Darah yang diambil 10 hari pertama sakit yang
dicampur heparin (untuk- mencegah pembeku-
an) digunakan untuk pemeriksaan biakan.
Darah untuk biakan sebaiknya diambil tidak
lebih 10 hari sesudah serangan penyakit,
karena Leptospira ‘sudah menghilang dan
peredaran darah. Sampel untuk biakan harus
disimpan dan diangkut dalam suhu ambien,
karena temperatur yang rendah dapat merusak
Leptospira patogen.

2. Darah beku atau serum. Sampel ini sebaiknya
diambil dua kali dengan selang waktu beberapa
hari, yaitu saat serangan penyakit dan sesudah
terjadinya serokonversi.

3. Urine untuk biakan. Leptospira umumnya
cepat mati bila tercampur dengan urine. Urine
yang akan digunakan untuk biakan mempunyai
nilai tinggi, bila diperoleh dalam keadaan
bersih. Urine diinokulasi ke dalam media
biakan dalam waktu tidak lebih dari 2 jam
sesudah pengambilan. Masa hidup Leptospira
di dalam urine yang asam dapat diperpanjang
dengan menetralisasi urine tersebut.

4. Sampel postmortem (sesudah meninggal).

Pengambilan sampel ini adalah sangat penting
dan diusahakan untuk mengambil dari berbagai
organ dalam, termasuk otak, cairan sere-
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brospinal, cairan mata, paru, gimal, hati,
jantung, dan darah yang berada di dalam
jantung untuk pemeriksaan serologis. Sampel
postmortem harus diambil secepat mungkin
secara aseptik. Sampel yang sudah diambil
harus segera diinokulasi ke dalam medium
biakan, dan harus disimpan dan diangkut pada
suhu +4°C. Terjadinya autolisis sel pada suhu
+4°C dan penurunan pH harus dicegah, dan
jangan ditaruh pada suhu yang rendah.

5. Sampel cairan serebrospinal dan dialisat
digunakan untuk biakan.

Pemeriksaan Laboratorium

Pemeriksaan laboratorium sangat perlu
untuk menegakkan diagnosis penyakit lepto-
spirosis secara dini dengan cepat dan tepat.
Manfaat pemeriksaan laboratorium adalah:®

1. Memastikan diagnosis leptospirosis, karena
penyakit ini secara klinis sangat sulit dibeda-
kan dengan penyakit lain,

2. Menentukan jenis serovar-serogrup penyebab
infeksi, yang dapat digunakan untuk
mengetahui sumber penularan.

Pemeriksaan laboratorium yang dilakukan
pada penderita leptospirosis dapat dibagi menjadi
pemeriksaan laboratorium yang bersifat umum
dan pemeriksaan laboratorium spesifik.

1. Pemeriksaan Laboratorium Klinik Umum

Pemeriksaan laboratorium klinikk uwmum
memberikan hasil berbeda antara leptospirosis
yang ringan dan berat. Hasil pemeriksaan
laboratorium penderita dengan gejala leptospirosis
berat memperlihatkan kelainan hasil laboratorium
yang sangat jelas.

1.a. Hasil Pemeriksaan Laboratorium Pada
Kasus yang Ringan

Hasil pemeriksaan darah tepi penderita
leptospirosis ringan, ditemukan laju endap darah
meningkat, jumlah lekosit tidak jelas, kadang-
kadang di bawah mnilai normal, normal, atau
sedikit meningkat. Hasil tes fungsi hati ditemukan
sedikit peningkatan aminotransferase, bilirubin,
dan alkalinphospatase, sedangkan secara klinis
ikterus tidak tampak dengan jelas.'® Hasil

pemeriksaan urine ditemukan proteinuria, pyuria,
dan sering ditemukan hamaturia muikroskopik.
Juga ditemukan adanva hialin dan granular casi
pada minggu pertama sakit >

1.b. Hasil Pemeriksaan Laboratorium pada
Kasus yang Sangat Berat

Pemeriksaan darali tepi tampak leukosilosis
dengan pergeseran ke arah kiri, dan trombosito-
peni berat. Dari tes fungsi guyal ditemukan
gangguan  fungsi  ginjal  ditandai  dengan
peningkatan kadar kreatinin plasma  Tmgkat
azotemia terjadi bervanasi tergantung beratnya
penyakit.”'® Tes fangsi hati pada leptospirosis
berat umumnya memperlihatkan peningkatan
kadar bilirubin darah cukup bermakna dengan
sedikit pemngkatan kadar alkalin phospatase.
Peningkatan bilirubin wmumnya tidak sesuai
dengan nilai tes fungs: hati vang jain.'', Hasil
pemeriksaan pungsi lumbal terutama ditemkan
sel limfosit, kadar protcin normal atau sedikit
meningkat, sementara kadar glukose normal. Pada
penderita dengan ikterus berat, cairan sere-
brospinal tampak xantoclwom. Kelainan cairan
serebrospinal tampak jelas pada wminggu ke-2
sakit, dan pleositosis pada cairan serebrospmal
dapat terjadi sampai berminggu-tninggu.”

Perubahan alam yang tidak spesifik im
hanya dapat dipakai untuk menduga adanya
infeksi  leptospirosis.  Untuk  memastikan
diagnosis, perlu dilakukan pemeriksaan mikro-
biologi spesifik.

2. Pemeriksaan laboratorium spesifik
2.a. Pemertiksaan Bakicri

2.a.1. Pemeriksaan bakieri sccara langsung
dengan mikroskop

Hasil pemeriksaan ini dapat digunakan
menegakkan diagnosis leptospirosis secara pasti.
Leptospira dari spesimen klinik dilihat secara
langsung menggunakan mikroskop lapangan gelap
atau menggunakan mikroskop cahaya setelah
preparat dicat dengan pewarnaan yang sesual.
Agar bakteri tampak pada raikroskop lapangan
gelap diperlukan 10° Leptospira/ml, dengan
harapan setiap lapangan pandang tampak satu sel.’

Agar pemeriksaan nukroskopis berhasil,
sampel darah diambil dalam 6 haii sesudah timbul
gejala, jika lebith Leptospira sulit ditemukan. Juga
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sangat sulit menemukan Lepfospira pada cairan
serebrospinal, karena jumlah bakteri sangat
sedikit. Pemeriksaan ini sering memberikan hasil
yang keliru, karena adanya fibrin atau protein
yang kelihatan bergerak dan berwarna coklat
(Brownian motion), sechingga spesifisitasnya
rendah.>'? Leptospira tampak sebagai organisme
bergerak cepat, berbentuk spiral pegas yang kurus,
umumnya ditemukan dalam biakan, darah, dan
urine.® |

Dari hasil penelitian, sensitifitas pemeriksa-
an mikroskop lapangan gelap 40,2% dan
spesifisitas 61,5%, dengan nilai ramal positif
55,2% dan nilai ramal negatif 46,6%. Nilai rata-
rata positif pada penderita dengan pemeriksaan
biakan positif cukup rendah yaitu 40%."
Walaupun pemeriksaan ini merupakan tes yang
cepat, tetapi tidak disarankan digunakan sebagai
prosedur tes tunggal untuk mendiagnosis
leptospirosis.®

Keuntungan pemeriksaan  ini:® dapat

digunakan untuk mengamati Lepfospira dalam
biakan, terutama bila bakteri dalam jumlah
banyak, dan untuk mengamati aglutinasi pada
pemeriksaan MAT. Kelemahannya, memerlukan
tenaga ahli berpengalaman. Bila jumlah bakteri
sedikit, Leptospira sulit ditemukan.®

Sensitifitas pemeriksaan ini dapat ditingkat-
kan dengan memberikan pewarnaan. Metode
pewarnaan yang sering dipakai immuno-
fluorescence. Teknik i1 dapat dilakukan untuk
pemeriksaan urine, darah, dan tanah. Di samping
itu, Leptospira dapat juga diwarnai dengan
immunoperoksidase, sering digunakan untuk
pemeriksaan sampel darah dan urine. Pewarnaan
histologis yang paling sering digunakan untuk
memperlihatkan Leptospira adalah pewarnaan
perak dan pewarnaan Warthin-Starry.>®

2.a.2. Isolasi Bakteri Hidup

Spesimen dari penderita dibiakkan pada
media untuk memperbanyak bakteri. Metode 1ini
membutuhkan waktu cukup lama, sangat mahal,
dan memerlukan tenaga ahli berpengalaman, dan
sensitifitasnya rendah. Biakan bakteri memerlu-
kan media yang komplek dan rumit, yang harus
mengandung perangsang pertumbuhan  dan
antibiotika  untuk  menekan  pertumbuhan
kontaminan. Masa pertumbuhan bakteri cukup
panjang vyaitu 6-8 jam/siklus, sehingga tidak

mungkin dipakai mendiagnosis lepotospirosis
secara dini."

Infeksi Lepfospira pada binatang dan
manusia diperkirakan terjadi sangat singkat.
Biasanya bakteri ditemukan di dalam darah
selama 8 hari dari pertama sakit. Gleh karena iy,
darah diambil secepat mungkin, Pemberiai
antibiotika dapat mempengaruhi keberhasilan
isolasi bakteri. Cairan serebrospinal untuk biakan
harus diambil pada minggu pertama sakit. Sanipel
urine diambil pada minggu kedua sakit. Masa
hidup Lepiospira dalam urine sangat terbatas.
Urine harus cepat diproses dengan sentrifugasi,
sedimen yang diperoleh diresuspensi ke dalami
phosphate buffer salin-PBS (untuk menetralisasi
pH), kemudian diinokulasi ke dalam medium dan
diinkubasi pada temperatur 28°-33°C diamati
setiap minggu. Sekarang sudah tersedia sistem
biakan yang dijual secara komersial.'*

2.a.3. Detelksi Antigen Bakteri

Ada berbagai metode untuk mendeteks:
antigen Leptospira d antaranya, tekanik radio-
immunoassay (RIA), enzyme-linked immunc-
sorbent assay (ELISA), dan chemiluminescent
immunoassay. Deteksi antigen Leptospira pada
spesimen klinik lebih sensitif dan spesifik
dibandingkan dengan pemeriksaan mikroskop
lapangan gelap. Beberapa tecknik ini telah
dievaluasi, misalnya, metode RIA dapat men-
deteksi 10° sampai 10° Leptospira/ml, metode
ELISA dapat mendeteksi 10° Leptospira/ml. RIA
lebih sensitif dibandingkan pemeriksaan langsung
dengan mikroskop lapangan gelap, tetapi kurang
sensitif dibandingkan biakan, terutama untuk
pemertksaan urine. Metode chemiluminescent

immunoassay memberi hasil tidak berbeda dengan
ELISA’

Berdasarkan hasil penelitian, pemeriksaan
antigen Leptospira dalam urine penderita dengan
metode  dot-ELISA  menggunakan antobodi
monoklonal LD5 dan LE]1 memberi hasil positif
berturut-turut 75%, 88,9%, 97,2%, 97,2% dan
100% bila sampel urine secara berurutan diambil
pada hari ke 1, 2, 3, 7, dan 14 perawatan. Hasil
penelitian ini cukup kuat untuk dapat diterapkan
dalam mendeteksi antigen di dalam urine."?

Leptospira yang sudah diisolasi juga dapat
dideteksi menggunakan metode absorbsi aglutinin
silang. Dengan memiliki panel antibodi
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monoklonal, maka laboratorium yang mampu
melakukan tes aglutinasi mikroskopis, dapat
mengidentifikasi isolat dalam waktu relatif lebih
cepat. Metode molekuler seperti polymerase chain
reaction (PCR), restriction fragment length
polymorphisms (RFLP) juga dapat dipakai
mendeteksi Leptospira™® Di samping itu, serovar
atau serogup juga dapat ditentukan dari isolat
Leptospira yang diperoleh.®

2.b. Pemeriksaan Serologis

Sebagian besar kasus leptospirosis di-
diagnosis dengan tes serologi. Antibodi dapat
dideteksi di dalam darah 5-7 har1 sesudah
munculnya gejala. Ada banyak metode serologis
yang dapat digunakan, dan yang dianggap paling
baik sampai saat ini adalah microscopic
agglutination test (MAT).

2.b.1, Microscopic Aglutination Test (MAT)

Microscopic  aglutination test (MAT)
adalah tes untuk menentukan antibod: aglutinasi
di dalam serum penderita. Cara melakukan tes
adalah, serum penderita direakstkan dengan
suspensi antigen serovar Lepfospira hidup atau
" mati. Setelah diinkubasi, reaksi antigen-antibodi
diperiksa di bawah mikroskop lapangan gelap
untuk melihat aglutinasi. Yang dipakai batas akhir
(end point) pengenceran adalah pengenceran
serum tertinggi yang memperlihatkan 50%
aglutinasi.® Metode ini dipakai sebagai metode
referensi untuk mengembangkan teknik lain
dengan membandingkan sensitifitas, spesifisitas,
dan akurasi. MAT sering mengalami beberapa
kendala terutama di negara vyang sedang
berkembang, karena memerlukan banyak jenis
serovar dan tenaga ahli yang berpengalaman.”

Metode MAT sangat rumit terutama saat
pengawasan, pelaksanaan, dan penilaian hasil.
Seluruh biakan serovar hidup harus dipelihara
dengan baik. Perlakuan terhadap tes menggunakan
Leptospira hidup maupun mati harus sama.
Memelihara biakan Lepiospira di  dalam
laboratorium cukup berbahaya bagi para petugas.
Di samping itu, sering terjadi kontaminasi silang
antara serovar, sehingga perlu dilakukan verifikasi
serovar secara berkala.>”

Pemeriksaan MAT memerlukan antigen
serovar Leptospira yang banyak beredar di suatu

wilayah.>® Serovar yang sering digunakan adalah
Leptospira  Interrogens  vaitu,  Australis,
Autumnalis, Bataviae, Canicola, Copenhageni,
Grippotyphosa, Hebdomadis, dan Pomona,
Leptospira biflexa adalah serovar Patoe.' Maksud
penggunaan banyak jenis antigen, agar dapat
mendeteksi infeksi serovar yang tidak umum,
yang sebelumnya tidak pernah terdeteksi.>®
Sampai saat ini, serovar Lepfospira yang beredar
di Indonesia belum seluruhnya diketahw secara
pasti. Oleh karena itu, diperlukan penelitian untuk
mengetahui  seluruh serovar vang beredar di
Indonesia, sehingga antigen vyang digunakan
sesuali dengan serovar yang beredar, untuk
memperoleh hasil MAT vyang lebith tepat dan
menghindari hasil negatif palsu.

Untuk mengatasi kesulitan MAT dengan
antigen hidup, maka digunakan antigen mati.
Antigen mati umumnya menghasilkan titer
antibodi sedikit lebih rendah, dan reaksi silang
lebih sering terjadi. Aglufinasi antigen mati
kualitasnya berbeda dengan antigen hudup. Akan
tetapi, untuk laboratorium yang tidak menuliki
tenaga ahli, maka antigen ini merupakan alternatif
yang cukup baik.’

Pada tubuh penderita biasanya muncul
antibodi  aglutinast terhadap serovar yang
menginfeksi. Sering ditemukan antibodi yang
bereaksi silang dengan serovar lain, terutama
ditemukan pada fase -dini penyakit. Pada minggu
pertama, reakst heterologous serovar lain terjadi
lebih kuat dibanding reaksi homologous serovar
yang menginfeksi. Kadang-kadang ditemukan
reaksi heterologous positif, sementara reaksi
homologous masih negatif. Fenomena ini disebut
reaksi paradoxical. Titer antibodi reaksi silang
cendrung menurun relatif lebih cepai samipai
beberapa bulan, sementara antibodi spesifik
serogrup dan spesifik serovar tetap ada dalam
waktu lama sampai bertahun-tahun.® Hal ini
disebabkan karena penderita sudah mempunyai
antibodi terhadap serogrup Lepfospira lain
sebelym terkena mfeksi serogrup Leptospira yang
baru.

Untuk diagnosis, diperlukan sepasang
serum. Adanya peningkatan titer empat kali lipat
dari sepasang serum dapat memastikan diagnosis
tanpa memperhatikan jarak waktu pengambilan di
antara kedua sampel. Jarak pengambilan antara
sampel pertama dan kedua sangat tergantung pada
waktu antara munculnya gejala dan penampilan
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gejala penyakit yang berat pada penderita. Jika
pejala penyakit leptospirosis sangat jelas, maka
jarak  3-5 hari sudah dapat mendeteksi
peningkatan titer. Untuk penderita dengan

perjalanan penyakit kurang jelas atau jika

munculnya gejala tidak diketahwi, maka jarak
pengambilan sampel pertama dan kedua antara
10-14 hari. Jarang serokonversi tidak terjadi
dengan jarak waktu tersebut. Selang waktu antara
sampel pertama dan kedua sebaiknya lebih lama.
Pemeriksaan serologis menggunakan MAT
kurang sensitif terutama untuk pemeriksaan
spesimen yang diambil pada permulaan fase akut,
sehingga tidak dapat digunakan menentukan
diagnosis pada penderita berat yang meninggal
sebelum terjadinya serokonversi.’

Infeksi Leptospira akut sangat sulit
didiagnosis dengan pemeriksaan sampel tunggal,
karena titer antibodi penderita dipengaruhi oleh
tingkat paparan yang terjadi di dalam populasi dan
seroprevalensi. Oleh karena itu, menurut
communicable disease controle (CDC), yang

dianggap kasus mungkin (probable) adalah’

penderita yang memiliki titer antibodi >200
dengan gejala klinis yang sesuai. Penilaian ini
dapat diterapkan di negara dengan paparan
Leptospira yang jarang, sedangkan untuk negara
tropis dengan tingkat paparan Leptospira yang
tinggi, maka titer tunggal adalah >800, tetapi
untuk lebih pasti disarankan titer >1 .600.°

MAT juga merupakan tes yang cukup baik
untuk serosurvei epidemiologt, karena dapat juga
dipakai pemeriksaan pada binatang, dan antigen
yang dipakai dapat ditambalx atau dikurangi sesuai
dengan kebutuhan. Biasanya sebagai bukti
mendapat paparan sebelumnya adalah titer >100."
MAT dapat memberikan gambaran umum tentang
serogrup vang ada dalam populasi.’?

Karena pemeriksaan MAT sangat komplek,

maka dikembangkan sistem pemeriksaan antibodi

Leptospira yang cepat. Ada berbagai metode
serodiagnostik untuk leptospirosis. Beberapa di
antaranya sudah tersedia secara komersial. Tes
yang paling sering digunakan sebagai pengganti
MAT adalah tes enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA).’6 '

2.b.2. Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)

Tes ELISA sangat popular dan bahan yang

diperlukan. untuk pemeriksaan sudah tersedia
secara komersial dengan antigen yang diproduksi
sendiri (in  house). Untuk mendeteksi IgM
umumnya digunakan antigen spesifik genus yang
bereaksi secara luas, teknik ini kadang-kadang
juga digunakan untuk mendeteksi antibodi IgG.
Adanya antibodi IgM merupakan pertanda adanya
infeksi baru Lepfospira, atau infeksi yang terjadi
beberapa minggu terakhir.®

Test ELISA cukup sensitif untuk
mendeteks1 Leptospira dengan cepat pada fase
akut, dan lebih sensitif dibandingkan dengan
MAT.! Tes ini dapat mendeteksi antibodi IgM
yang muncul pada minggu pertama sakit,
schingga cukup efektif untuk mendiagnosis
penyakit. ELISA dapat juga digunakan untuk
mendeteksi  antibodi  IgM  dalam  cairan
serebrospinal, saliva dan urine. Harus diingat
bahwa, antibodi klas IgM kadang-kadang masih
dapat dideteksi sampai bertahun-tahun, sehingga
titer positif (cut-off point) harus ditentukan dengan
dasar pertimbangan yang sama seperti MAT. Tes
ELISA spesifik genus cendrung memberikan
reaksi positif lebih dini dibandingkan dengan
MAT. ELISA biasanya hanya mendeteksi antibodi
yang bereaksi dengan antigen spesifik genus yang
sangat luas, sehingpga tidak dapat menentukan
serovar atau serogrup penyebab.®

Metode ELISA telah banyak dimodifikasi,
misalnya, Dot-ELIS A spesifik IgM dikembangkan
menggunakan antigen Leptospira polivalen yang
diteteskan di atas kertas filter selulose sumur
mikrotiter. Dengan metode ini, jumlah reagen
yang dibutuhkan sedikit. Di samping untuk
mendeteks: I1gM, metode ini dimodifikasi untuk
mendeteksi 1gG dan IgA. Dipstick assay telah
digunakan secara luas di beberapa negara. Dari
hasil pemeriksaan sampel darah yang diambil
pada fase akut, tes ini memberikan sensitifitas
60,1%, dan bila sampel darah diambil pada fase
konvalesen sensitifitasnya meningkat menjadi
87,4%.'” Dari hasil penelitian ternyata sensitifitas
IgM-ELISA dan IgM-dipstick komersial untuk
mendeteksi leptospirosis akut adalah 89,6-98%
dan spesifisitasnya 90-92,7% dengan nilai ramal
positif 87,6-90% dan nilai ramal negatif 90,7-
92%. Pemeriksaan dot immunoblot dengan
menggunakan cownjugate koloid emas dapat
memberikan hasil pemertksaan dalam waktn 30
menit.>'®
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2.b.3. Tes serologis lain

Tes macroscopic slide agglutination sudah
pernah dilakukan pada binatang dan manusia.
Seting digunakan untuk penapisan serum manusia
atau binatan%, tetapi sering memberikan hasil
positif palsu.’

Juga dapat digunakan sel darah merah yang
disensitisasi, bila ditambahkan komplemen akan
mengalami hemolitik. Di samping itu, juga dapat
dilakukan pemeriksaan hemaglutinasi. Pemeriksa-
an ini dapat mendeteksi antibodi IgM dan IgG.”

Pemeriksaan indirect hemagglutination
(IHA) dikembangkan oleh communicable disease
control (CDC), mempunyai sensitifitas 92%,
spesifisitas 95%, dan dengan nilai ramal negatif
92%, bila dibandingkan dengan MAT. Metode ini
tersedia secara komersial, Sensitifitas THA pada
populasi yang endemi Leptospira merberikan

. .~ 62021
hasil yang sangat bervariasi.'®*®

Tes aglutinasi mikrokapsul menggunakan
polimer sintetik sebagai pengganti sel darah
merah telah dievaluasi secara luas di Jepang dan
China, ternyata lebih sensitif dibandingkan
dengan MAT atau ELISA-IgM untuk pemeriksaan
fase akut, tetapi gagal mendeteksi infeksi yang
disebabkan oleh banyak serovar.’

Pemeriksaan aglutinasi latex sederhana
(simple latex agglutination assay) mempunyai
sensitifitas  82,3% dan spesifisitas  94,6%.
Pemeriksaan 1m sangat mudah dilakukan dan
tidak memerlukan keahlian dan peralatan khusus.
Reagen mempunyai masa hidup lama, walaupun
pada temperatur lingkungan daerah tropis.”
Teknik lain adalah immunofluorescence, RIA,
counterimmunoelectroforesis dan itmmuno assay
tetes tebal, tetapi jarang digunakan.

3. Pemeriksaan Molekuler

DNA Leptospira dapat dideteksi meng-
gunakan metode dot-blotting dan hybrndisasi.
Probe rekombinan yang spesifik untuk serovar
patogen sudah dibuat dari serovar lai. FProbe
spesifik untuk serovar hardjobovis juga sudah
dikembangkan dan digunakan untuk mendeteksi
Leptospira dari urine sapi. Agar dapat mendetekst,
probe yang dilabel dengan **P membutuhkan 10°
Leptospira, sedangkan jumlah Lepfospira yang
dapat didetekst oleh PCR jauh lebikh rendah,
sehingga sekarang teknik probe sudah tidak

digunakan lagi.”

3.a. Teknologi PCR

Polymerase chain reaction (PCR) adaiah
metode amplifikasi segmen DNA Lepiospira yang
terdapat di dalam sampel klinik. Jadi, adanya
Leptospira dipastikan dengan menemukan segmen
DNA Lepiospira yang spesifik, Metode ini sangat
berguna uniuk mendiagnosis leptospirosis fei-
utama pada fase permulaan penyakit. Alat ini
dapat mendeteksi Lepiospira beberapa haii setelah
munculnya gejala penyakit. Akan tetapi, aial it
belum tersedia secara luas terutama di negara
yang sedang berkembang ®*

Urnituk mendeteksi DINA  Leplospira,
teknologi PCR membutuhkan scpasang primer
dengan sasaran gen spesifik, seperti gon rRMA
16S dan 23S, atau elemen pengilangan. Di
samping itu, ada juga yang dicusun dari pustaka
genom, Umumnya teknologi ini sangat jarang
dipakai untuk memeriksa spesimen klinik >

Dari hesil penelitian penderita yang sudah
didiagnosis leptospirosis secara pasti, termyate
yang menunjukkan hasii biskar positif sckitar
48%, sementara PCR 62%, sedangkan pemeriksa-
an serologis 97%. Pada keadaan terientu
pemeriksaan PCK lebih menguntungkan. Sebagai
contoh, pemeriksaan im dapat meriberikan hasil
positif pada 2 penderita yang meninggal sebelum
terjadi serckonversi, dan juga membeni hasil
positif pada 18% penderiia scronegatif pada
permulaan fase akut.’

Merien dkk. (1992) membuat sepasang
primer yang dapat mengamplifikasi fragmen yang
panjangnya 331 pasang basa dan gen rrs GRNA
165) Lepiospira patogen dan non-paicgen dengan
harapan agar dapat mendeteksi seluryn serovar
patogen.” Gravekamp dkk (1993} membuat
primer G1 dan G2.° Primer ini mempunve’
kelemahan yaitu tidak dapat mengamplifikasi
serovar L. kirschneri. Kedua pasang primer ini
sudah digunakan secara luas untuk studi klinik.

Keterbatasan PCR adalah tidalk mampn
untuk mendeteksi jenis serovar yang menginfeksi.
Walaupun demukian PCR  benmanfaat untuk
epidemiologi dan keschatan masyarakat. Agar
lebih bermanfaat, maka hasil yang diperoleh
dicerna dengan enzim endonuclease restriksi,
kemudian amplicon yang diperoleh disikuens
langsung, atau dianalisis dengan metode
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konformasi untai tunggal *°

Keuntungan pemeriksaan PCR adalah, bila
bakteri ada maka diagnosis dapat dipastikan
dengan cepat terutama pada fase dini penyakit
sebelum titer antibodi dapat dideteksi. Ke-
lemahannya, memerlukan peralatan dan tenaga
ahli yang Kkhusus. Disamping itu, PCR dapat
memberikan hasil positif palsu, apabila ter-
kontaminasi oleh DNA asing. Dia juga dapat
memberi hasil negatif palsu, karena spesimen
klinik yang diperiksa sering mengandung inhibitor
seperti heparin dan saponin.®

* 3.b. Pemetaan molekuler

Metode yang digunakan adalah mencerna
DNA kromosom menggunakan restriction
endonuclease (REA), restriction fragment length
polvmorphism (RFLP), ribotyping, pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) dann hasil PCR.
Metode-metode in1  dapat digunakan untuk
mendeteksi berbagai serovar.’

Kesimpulan

Ada berbagai metode tes laboratorium yang
dapat digunakan untuk mendiagnosis penyakit
leptospirosis pada manusia. Untuk mendeteksi
Leptospira dapat dilakukan dengan membiakkan
pada medium yang sudah tersedia, atau dengan
melithat bakteri secara langsung pada spesimen
klinik menggunakan mikroskop lapangan gelap.
Saat ini pemakaian PCR untuk mendeteksi gen
Leptospira menggunakan sepasang primer juga
sudah banyak berkembang. Diagnosis dapat juga
ditegakkan dengan cara pemeriksaan serologis
untuk mendeteksi antibodi yang timbul sebagai
akibat leptospirosis, misalnya dengan MAT,
ELISA, RIA, THA dll. Masing-masing dari tes ini
mempunyai keunggulan dan kelemahan., Untuk
itu, maka para klinisi, ahli epidemiologi, dan
peneliti hendaknya memahami keunggulan dan
kelemahan dari masing-masing tes ini, sehingga
dapat mengevalusi hasil tes yang diperoleh
dengan baik dan benar.
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