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LEPTOSPIROZISIN KLINIK MIKROBIYOLOJIK TANISI VE SON . 
GELIŞMELER 

CliNICAL MICROBIOlOG!CAl DIAGNOSIIS OF lEPTOSPIROS!IS 
AND THE LAST IMPROVEMENTS 

A. Levent KOCABIY/K* Cengiz ÇETİN* 

ÖZET 

Leptospirozis, evcil ve vahşi hayvanlar ile insanlaı-da Leptospira interrogans seı·ovadarının neden olduğu, 

dünya çapında yaygınlık gösteren zoonoz bir enfeksiyonduı: Hastalık aboı-t, yaşama gücü zayıf buzağı doğumu, süt 

v eriminde düşme ve infeı-tilite nedeniyle önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadıı: Leptospirozis, geniş spek

trumlu semptomları ve klinik bulguları nedeniyle bi ı-çok bakteriyel, vi ı-al ve paı-aziter hastalıklada benzerlik gösteı-

mekte, bu nedenle de klinik mikrobiyolojik tanı enfeksiyonun kesin teşhisinde tek çıkaı-yol olmaktadı ı: Bu derleme de, 

kültür, direkt mikroskopik muayene, moleküleı- ve serolojik metotlar gibi klinik mikrobiyolojik tanı metotları son 

gelişmeler ile biı-likte sunulmuştur. 

Anahtar kelime/er: Leptospirosis, klinik mikrobiyolojik tanı 

S UM MARY 

Leptospirosis is a world-wide zoonotic infection that ajfects domestic and wild anima/s and humans caused by 

serovaı·s of Leptospira interı-ogans. Disease couses ekonomic loses due to abortion, stillbirth, biı-th of premature and 

weak infected calves, infertility, mastitis, reduced milk production and death causing important financial losses in 

cattle bre ed ing. Due to these broad spectrum of symptoms and elinical sin gs, the disease resembles to other bacterial, 

viral, and parasitic diseases so that elinical micı-obiological diagnosis is comideı-ed to be sol e way for exact diagnosis. 

In this review artiele, elinical microbiological diagnostic methods ineluding culture, direct microscopic examination, 

moleculaı· and serological methods aı·e presented with the last improvements. 

Key words: Leptospirosis, elinical micı·obiological diagnosis 

GİRİŞ 

Leptospirozis evcil ve vahşi hayvanlar ile 

insanlarda, Leptospira inteı-rogans serovadan tarafın

dan meydana getirilen yüksek ateş, konjunktival 

akıntı, daha ağır olgularda meninjitis, pulmonar 

konjesyon, böbrek ve karaciğer yetmezliği, hemora

ji, hemoglobinuri, özellikle çiftlik hayvanları yetişti

riciliğinde büyük ekonomik kayıplara yol açan sarı

lık, abort, ölü doğum, premature ve zayıf yapılı 
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yavru doğumu, infertilite, mastitis, süt veriminde 

azalma ve ölüm ile ekonomik kayıplara neden olan, 

tropikal ve subtropikal bölgeler başta olmak üzere 

dünya çapında yaygınlık gösteren, zoonoz özellikte 

spiroketal bir hastalıktır (10, 15, 21). 

Leptospiralar, Spiı·ochaetales takımının 

Leptospiraceae familyasında bulunan, helikal şekilli, 

bir veya iki ucu kanca şeklinde kıvrılmış, 10-20 ı.ım 

uzunluğunda, 0.1-0.15 ı.ım halka genişliğine ve 0.5 

ı.ım halka uzunluğuna sahip, iki adet periplazmik 

flagella ile aktif hareket gösteren, optimum üreme 
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ısıları 28-30C olan, katalaz ve oksidaz pozitif, obli

gat aerob ve gram-negatif bakterilerdir (10, 15). 

Çeşitli hayvan türleri ve insanlar için patojen olan 

tüm leptospiralar yakın zamana kadar sadece L. 

inteı-rogans türü içinde sınıflandırılmakta iken, son 

genetik taksonomik gelişmelerle L. alexanderi, L. 

borgpetersenii, L. santamsai, L. inadai, L. noguchii, L. 

weilii, L. kirschneri "Ve L. fainei olmak üzere sekiz 

yeni patojen tür içinde de sınıflandırılmaya başlan

mıştır. Şu ana kadar, izolatlar arasında gözlenen 

antijenik kros-reaksiyona göre 23 serogrup ve yüzey 

aglutininleri esas alınarak yapılan çalışmalarda 230 

serovar identifıye edilmiştir (1Ö). 

Leptospirozis geniş spektrumlu semptomları 

ve klinik bulguları nedeniyle diğer birçok bakte

riyel, viral ve paraziter hastalıklada benzerlik 

göstermektedir. Ayrıca, enfeksiyonu meydana geti

ren leptospira serovarına bağlı olarak da hayvan tür

lerinde ve insanlarda klinik tablo değişebilmektedir. 

Tüm bu nedenlerle leptospiroziste ayıncı tanı 

oldukça büyük önem taşımakta ve klinik mikro

biyolojik tanı metotları enfeksiyonun kesin teşhi

sinde tek çıkar yol olmaktadır. Ayıncı tanıda göz 

önünde bulundurulması gereken hastalıklar Tablo 

1'de özetlenmiştir. 

Leptospirozisin klinik mikrobiyolojik 

ta nt SI 

Leptospiroziste klinik bulgular ve otopsi bul

guları teşhise yardımcı olmakla birlikte kesin teşhis 

direkt mikroskopik muayene, kültür, moleküler 

metotlar ve serolojik metotlar gibi klinik mikro

biyolojik tanı metotları ile mümkün olmaktadır (10, 

12, 21). Leptospirozisin klinik mikrobiyolojik tanı

sında kullanılan metotlar Tablo 2'de özetlenmiştir. 

Direkt mikroskopik muayene 

Peritoneal ve pleural sıvılar, leptospireminin 

oluştuğu akut enfeksiyonların ilk birkaç gününde 

kan, leptospiruri döneminde idrar, CSF (beyin

omurilik sıvısı) ve diyaliz sıvıları karanlık saha 

mikroskopisi ile incelenir (10, 12, 15). Karanlık saha 

mikroskopisi ile bu sıvılarda leptospiraları görebil

mek için 1ml'de yaklaşık 104 leptospira bulunması 

gerekli iken (15), kantitatif buffy coat analizi 

(Q!3C) ile kanda yaklaşık 103 leptospiralml tespiti 

yapılabilmektedir (14). 

Tablo 1: Leptospirozisin ayırıcı tanısında göz önünde bulundurulması gereken hastalıklar (12, 15, 21 ). 

Ağır Adenovirus enfeksiyonları 
Akut abdomen 
Aseptik meninjitis 
Atipik pneumonia 
Bakteriyel ve viral meninjitisler 
Borreliosis 
Brucellosis 
Dangue haemorrhagic fever (DHF) 
Enterik hastalıklar 
Ehrlichiosis 
Gastroenteritis 
Gıda zehirlenmeleri 
Haemorrhagic fever'a yol açan viral enfeksiyonlar 
Hanta-virus enfeksiyonu 
HIV 
Infectious mononucleosis (Glandular fever) 
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Influenza 
Kimyasal madde zehirlenmeleri 
Legionnar hastalıklar 
Malaria 
Pharyngitis 
Poliomyelitis 
Pulmonar tuberculosis 
Pyelonephritis 
Rickettsiosis (Qfever, typhus) 
Sepsis 
Syphilis 
Toxoplasmosis 
Tularemia 
Typhoid 
Viral hepatitis 
Yellow fever 
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Tablo 2: Leptospirozisin klinik mikrobiyolojik tanısında kullanılan metotlar. 

Direkt mikroskobik muavene 
ı "" 

1. Karanlik saha mikroskopisi 
2. Kantitatifbuff)r coat analizi (@C) 
3. Işık mikroskopisi 

3.1. Giemsa, Leishman (kan) 
3.2. Dobell, Wartin-Starry, Faine, Dieterle 

(doku) 
3.3. Gümüşleme metotları (doku, vücut sıvıları) 

4. İmmunboyamalar 
4.1. İmmunofluoresan 
4.2. İmmunohistokimyasal boyamalar 
4.2.1. Immunoperoksidaz 
4.2.2. Immunofosfataz 
4.2.3 . Immunogold 

Kültür 
Moleküler metotlarla tanı 
1. DNA hibridizasyonu 

1.1. Dot-blotting 
1.2. In situ hibridization 

2.PCR 
2.1. PCR, serum 
2.2. PCR, idrar 
2.3. PCR, CSF 
2.4. PCR, aqueous humor 

Seroloiik tivlendirme 
ı 

1. Kros-aglutinasyon absorbsiyon testi (CAAT) 
2. Antijenik faktör analizi (Factor analysis) 
3. Monoklonal antikorlada aglutinasyon 
Moleküler tiblendirme 

l 

1. Restriction endonuclase analysis (REA) 
2. Restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) 
3. Ribotyping 
4. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
5. Mapped restriction site polymorphisim (MRSP) 
6. Arbitrarily prim ed PCR (AP-PCR) 

Kan ile hazırlanan preparatlar Giemsa ve 

Leishman gibi Romanowsky boyları ile; karaciğer, 

dalak ve böbrek gibi iç organlar ile vücut sıvıların

dan hazırlanan preparatlar Fontana gibi gümüşleme 

metotlanndan biri ile; formalinle fıkze edilmiş doku 

örnekleri Dobe/1, Wartin-Starıy, Faine ve Dieter/e 

metotlarından biri ile boyanarak ışık mikroskobun

da incelenir. Leptospiruri döneminde idrar ile 

hazırlanan preparatlar, PCR ve bakteriyolajik kül-
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Mikroskopik aglutinasyon testi {MAT 1 

Makı-oskopik slayt aglutinasyon testi {MSATl 

ELISA, IgM ve IgG, serum 

ELISA, IgA, serum 

ELISA, IgG, süt 

ELISA, IgM, CSF 

ELISA, IgM, saliva 

LEPTO dipstick assay 

Latex aglutinasyon testi {Lepto dri dot) 

Imınunocomb 

İn direkt hemaglutinasyon testi {IHA) 

One-point mikrokapsül aglutinasyon testi 

Imınunofluoresan antikor testi (IFATl 
" 

Patoc slayt aglutinasyon testi 

Sensitized ervthrocvte lvsis {SEL) .r r ., 

Thin-laver iınmunoassav - -
Radioimmunoassav (RIA) -
Counterimmunoelectrophoresis {CIE) 

Imınunomagnetic antigen capture 

Koıııvlement fikzasvon {CF) 
ı :r .,., 

tür ile eşdeğer sensitiviteye sahip olduğu bildirilen 

immunojluoresan ve immımoperoksidaz boyama tek

nikleri ile boyanarak da incelenebilmektedir (10, 

15, 32). Klinik materyallerde, immunofosfataz ve 

immunogo/d gibi diğer imınımohistokimyasal metot

larla da leptospiralar tespit edilebilmektedir (10). 

Kültür 

Enfeksiyonun ilk 8-10 gününde kan, karaci

ğer, dalak, böbrek gibi vasküler organlar ve CSF, 
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daha sonraki dönemlerde ise idrar, böbrek dokuları, 

aqueous humor, genital kanal doku ve akıntıları ve 

atık fötusa ait iç orgarılar kültür amacıyla değerlen

dirilir (10, 12, 15, 27). idrarın hem dilüe edilmeden 

hem de idrarda bulunabilecek üremeyi engelleyen 

substansların eliminasyonu amacıyla 10 katlı sulan

dırılarak ekimlerinin yapılması önerilmektedir (12). 

Gerekli görüldüğü taktirde sıvı materyaller bakte

riyolajik fıltrelerden (0.22-0.45 ıım) geçirildikten 

sonra ekimleri yapılabilmektedir (12, 15). 

Tween 80 ve sığır serum albumini içeren 

EMJH (Ellinghausen, McCullough, Jhonson, 

Harris) medium, leptospiraların kültüründe en çok 

kullanılan besiyeridir. Leptospiraların pirimidin 

analoğu 5 -fluorouracil'e dirençlik göstermeleri 

nedeniyle bu madde, kan ve idrar gibi klinik mate

ryallerden leptospiraların izolasyonu amacıyla kul

lanılacak besiyerlerine selektifliğin sağlanması ama

cıyla katılmaktadır. Besiyerleri 28-30°C'de inkübe 

edilmeli, üreme sağlanıncaya kadar periyodik hafta-

lık kontrolleri yapılarak 13 hafta boyunca bekletil

melidir (10, 12, 15). Leptospiraların kültüründe 

kullanılan çeşitli sıvı, yan-katı ve katı besiyerleri, 

zengirıleştirilmiş-selektif besiyerleri ve diferansiyel 

besiyerleri spesifik kullanım amaçları ile birlikte 

Tablo 3'de özetlenmiştir. 

Moleküler metotlarla tam 

Günümüzde dot-blotting ve in situ hibridi

zasyon gibi DNA probları ile hibridizasyon tekni

kleri yerine PCR daha çok tercih edilmekte, serum 

(19), idrar (19, 32), aqueous humor (6) ve CSF (19, 

23) gibi klinik materyallerde yüksek sensitivite ile 

kısa zamanda leptospiralar tespit edilebilmektedir. 

PCR, 5-10 leptospiralml sensitivite ile sığır idrar 

örneklerinde teşhis yapabilmektedir (7, 21). Sığır 

idrar örneklerinde mevcut inhibitörlerin olumsuz 

etkisini ortadan kaldırarak daha yüksek sensitivite 

sağlayan magnetic immunocapture PCR (31), patoje

nik leptospiraların non-patojenik leptospiralardan 

hızlı bir şekilde ayrımını mümkün kılan jluorescent -

Tablo 3: Leptospiraların kültüründe kullanılan besiyerleri ve spesifik kullanım amaçları (1 O, 12, 15). 

Besiyeri çeşitleri Kullanım amaçları 

Stuart medium 

Serumlu sıvı Vervoort medium 

besiyerleri Schüffner medium Leptospiraların İzolasyonu (1 -3 ay ink.) 
(%8-10 tavşan serumu) Korthof medium 

lN"oguchi medium 

EMJH medium 
Leptospiraların İzolasyonu (1 -3 ay ink.) 

[Aglutinasyon testleri için antijen hazırlanması 
Serumsuz sıvı besiyerleri 

Proteinsiz veya protein oranı 
[Aşı hazırlanması 

düşük besiyerleri 

Fletcher medium 

~an-katı besiyerleri Oleik asit-albumin (OA) 
Stok kültürlerin muhafazası (oda ısısında ink., 
3 ayda bir pasaj) 

m edi um 

Katı besiyerleri Sıvı besiyeri + % 0.8-1.3 agar Leptospiraların İzolasyonu (7-14 gün ink.) 

Zengirıleştirilmiş- selektif Tween80/Tween40/LAH 
Leptospiraların İzolasyonu 

besiyeri me di um 

Diferansiyel besiyeri EMJH medium + 8-azaguanine Patojen ve saprofıt leptospiraların ayrımı 
. 
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probe 5' exonuclease PCR (33) ve serovar düzeyinde 

teşhis olanağı sağlayan çeşitli serovar-spesifik PCR 

testleri (5, 18), bu alandaki yeni ve son gelişmeler

dir. 

Moleküler tiplendirme 

Kros-aglutinasyon absorbsiyon testi (CAAT), 

antijenik faktör analizi (Factor analysis) ve monok/o

nal antikorlarla aglutinasyon metotlan gibi serolajik 

tiplendirme metotları ile ayırt edilemeyen sığır lep

tospirozisinin başlıca etkeni serovar hardjo'nun, epi

demiyoloji ve meydana getirdikleri klinik tablo açı

sından önemli farkları bulunan hardjoprajitno ve 

hardjobovis genotipleri restriction endonuclease ana

lysis (REA), ribotyping, arbitrarily primed PCR, 

mapped restriction site polymorphism (MRSP), 

restriction fragment length polymoıphism (RFLP) ve 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ile kolaylıkla 

identifiye edilebilmektedir (15). 

Mikroskopik aglutinasyon testi (MATJ 

MAT serumda IgM ve IgG antikorları sapta

yan, leptospirozisin serolajik teşhisinde en yaygın 

olarak kullanılan, uluslar arası standart ve referens 

bir testtir. Enfeksiyondan 7-9 gün sonra MAT ile 

pozitiflik saptanabilmektedir. Test, leptospira sero-,. 

varlarına ait canlı antijenler ile bir seri sulandırılmış 

serumun reaksiyonu esasına dayanır. İnkübasyon

dan sonra antijen-serum karışımı aglutinasyon olu

şumu veya leptospiraların lizisi açısından karanlık 

saha mikroskopisi ile incelenir ve titre belirlenir 

(10, 12, 15, 21). MAT ile leptospirozisin teşhisi, 

bazı bölgelerde belli aralıklarla alınmış çift serum 

örneklerinde 4 katlı titre artışı ile yapılırken, bazı 

bölgelerde ise tek serum örneğinin en düşük sulan

clırınada (1/50 veya 1/100) %50 aglutinasyon ver

mesi yeterli kabul edilmektedir (15, 21). Çift serum 

örnekleri ile test uygulanacaksa, leptospirozis semp

tomlarının açıkça gözlendiği dönemde 3-5 gün, 

enfeksiyonun başlangıç zamanı bilinmiyorsa ve 
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semptomlar gözlenemiyorsa 10-14 gün, serokon

versiyonun uzun zaman aldığı bireylerde daha uzun 

aralıklarla serum örnekleri alınmalı ve test edilme-

lidir (15). 

IgM antikorların, IgG antikodarına nazaran 

aglutinasyon oluşturma kabiliyederi daha yüksek 

olduğundan, enfeksiyonun akut döneminde MAT 

ile yapılan -serolojik incelemelerde, ileri dönemde 

yapılan incelemelere nazaran daha yüksek oranda 

aglutinasyon titreleri elde edilmektedir (12, 27). 

Ancak, bu dönemde enfeksiyondan sorumlu olma

yan serovarlarla kros-reaksiyon oluşma riski de yük

sek olmaktadır. Enfeksiyonun ileri dönemlerinde 

yapılan incelemelerde ise antikor yanıtının serovar 

spesifikliğinin daha yüksek olduğu bildirilmiştir 

(12). Levett'e göre ise MAT yaygın inancın aksine 

seragrup-spesifiktir ve akut-faz serumlarında sero

gruplar arasında kros'"reaksiyon oluşma riski yük

sektir (15). 

MAT, diğer hiçbir serolajik metotta gözlene

meyen yüksek diagnostik spesifiteye sahiptir (12). 

Bu nederıle MAT, bir çok araştırıcı tarafından lep

tospirozisin serolojisinde "altın standart" olarak 

kabul edilmektedir. 

Makroskopik slayt aglutinasyon testi 

fMSATJ 

Test, formalin ile veya ısı etkisi ile inaktive 

edilmiş bir damla leptospira süspansiyonu ile, aynı 

miktarda insan veya hayvan serumunun bir slayt 

üzerinde karıştırılması suretiyle uygulanır ve agluti

nasyon oluşması yönünden incelenir. MSAT'nin 

sensitivitesinin MAT'ınkine nazaran daha düşük 

olduğu ve daha düşük serum titrelerinin elde edil

diği fakat, leptospirozisin erken teşhisinde ve epide

miyolojik taramalarda kullanışlı bir test olabileceği 

bildirilmiştir (10, 12). Beşeri alanda kullanıma 

yönelik MSAT ticari kiti ile (Simples Teste; 

BioManguinhos, FIOCRUZ), IgM-
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ELISA'nınkine eş değer sensitivite ve spesifıte ile 

leptospiral antikorlar tespit edilebilmektedir ( 4). 

EL/SA 

ELISA'nın en önemli avantajı I gM- ve IgG

spesifık ELISA ile akut leptospirozisin kronik lep

tospirozisten ayırt edilebilmesidir (12, 15, 27). 

ELISA ile IgM antikorların enfeksiyona müteakip 

2-6 gün içinde, IgG ve IgA antikorların ise 5-8 gün 

içinde tespiti yapılabilmektedir (15). ELISA ile 

MAT'ta olduğu gibi aşı titrelerinin enfeksiyon 

titrelerinden ayrımı mümkün olmamaktadır. 

ELISA'nın sensitivitesinin MAT'ınkine nazaran 

daha yüksek fakat spesifıtesinin düşük olduğu bildi

rilmiştir (12). IgM-ELISA ile tükürük, salya (25) 

ve beyin omurilik sıvısında da (26) leptospiral anti

korların tespiti yapılabilmektedir. 

Günümüzde veteriner ve beşeri alanda kulla

nıma yönelik çeşitli ticari ELISA test sistemleri 

geliştirilmiştir. Burılar, sığır serum ve süt örnekle

rinde yüksek sensitivite ve spesifıte ile IgG antikor

ları saptayabilen L hardjo ELISA ceditest (Institute 

for Animal Science and Health, Lelystad, the 

Netherlands) (1, 13, 34); konjugat olarak alkalin

fosfataz enzimi ile işaretlenmiş goat-antihuman 

IgM antikorları ile serum örneklerinin SOC'de 10 

dakika inkübasyonu ve test striplerinin karışıma 

daldırılması suretiyle uygulanan, 2 saat gibi kısa bir 

sürede sonuç veren, pozitif reaksiyonların kurutul

muş stripler üzerinde oluşan mavi bantlar ile okun

duğu IgM dot-ELISA dipstick (IgM-dipstick, 

Integrated Diagnostics, Baltimore, Md.) (16); akut 

enfeksiyon olgularında düşük sensitivite gösterme

leri nedeniyle kullanımlarının sınırlı olabileceği bil

dirilen INDX Leptospira-Dip-S-Tick (PanBio 

InDx, Ine., Baltimore, Md.), Biolisa IgM ELISA 

(Bios GmbH, Labordiagnostik), Leptospira-IgM 

ELISA (PanBio Pty Ltd., Brisbane, Australia) ve 

SERION-ELISA dassic Leptospira (Institut 
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Virion•Serion GmbH, Würzburg, Germany) test 

sistemleridir (8). 

Mikropleyt çukurları içindeki nitraselüloz fıl

tre diskleri üzerine yerleştirilmiş ( dotted) polivalan 

leptospira antijenleri ile uygulanan ve daha az mik- · 

tarda reagent kullanım olanağı sağlayan, serumda 

IgM, IgG ve IgA antikorları saptayan _ dot-ELISA 

bu alandaki son gelişmelerdendir (25). 

LEPTO dipstick assay 

Yeni ve hızlı bir metottur. Yüksek reaktiviteye 

sahip leptospiral antijenlerin emdirildiği nitraselü

loz şeritler ile uygulanmaktadır. Anti-leptospiral 

IgM antikorlar yönünden pozitif serum örneği ile 

test uygulandığında, boyalı anti-I gM konjugat anti

jen-antikor kompleksine bağlanmakta ve şerit üze

rinde gözle görülebilen bantlar oluşmaktadır (30). 

LEPTO dipstick çok merkezli uluslar arası bir 

çalışmada, S kıtadaki 12 ayrı ülkede leptospirozisli 

hastalardan temin edilen serum örnekleri ile denen

miş, sensitivitesinin %86 (Puerto Rico) ile %35 

(Seychelles), spesifıtesinin ise %99 (Hindistan) ile 

%88 (Yeni Zelanda) arasında değişen değerlerde 

bulunduğu (30); hızlı sonuç vermesi, spesifik ekip

manlara ihtiyaç duyulmaması, reagentlerin stabili

tesinin yüksek olması ve oda ısısında saklanabilme

leri nedeniyle oldukça kullanışlı bir test olduğu 

rapor edilmiştir (ll, 12, 30). LEPTO dipstick test 

kiti, Organon-Teknika,-Ltd., Amsterdam, the 

Netherlands ürünü olarak temin edilebilmektedir. 

Latex aglutinasyon testi (Lepto dri dot) 

Hayvan ve insan serum örneklerinde leptospi

ral antikorları tespit edebilen yeni ve hızlı bir 

metottur. Üzerinde yüksek reaktiviteye sahip lepto

spira antijenleri ile aktive edilmiş renkli latex parti

küllerini içeren aglutinasyon kartları ile uygulan

maktadır. Kart üzerinde dairesel olarak dağıtılan 

serum örneğinin granüler aglutinasyon göstermesi 
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