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ABSTRAK

Nama : Rudina Azimata Rosyidah
Program Studi : Ilmu Biomedik Kekhususan Parasitologi
Judul : Perbandingan Deteksi Ookista Cryptosporidium sp. pada Sampel

Tinja dengan Metode Pewarnaan Modifikasi Tahan Asam dan
Auramin Fenol

Cryptosporidium sp. adalah parasit protozoa usus intraseluler yang
menginfeksi berbagai hewan vertebrata termasuk manusia dan menyebabkan
penyakit kriptosporidiosis, juga merupakan agen penyebab diare yang bersifat
oportunistik. Gejala yang berulang dan angka penularan yang tinggi akan
menurunkan  kualitas hidup penderita sehingga diperlukan diagnosis
kriptosporidiosis yang cepat secara mikroskopis pada sediaan tinja yang
diwarnai.Tesis ini bertujuan membandingkan metode pewarnaan modifikasi tahan
asam (MTA) dan auramin fenol (AF) untuk deteksi ookista Cryptosporidium sp.
dari sampel tinja dengan dan tanpa konsentrasi, Sensitivitas dan spesifisitas sefiap
metode dari tinja yang dikonsentrasi, ditentukan dengan PCR* sebagai baku emas.
Penelitian ini adalah pepelitian kualitatif dengan desain cross sectional
menggunakan nji diagnostik. Hasil uji skrining dan tingkat agreement dihitung,
Dari 130 sampel tinja yang diperiksa, 5,4%, 10%, 10%, 19,2% dan 32,3% positif
Cryptosporidium sp. dengan metode MTA tanpa konsentrasi, MTA dikonsentrasi,
AF tanpa konsentrasi, AF dikonsentrasi dan PCR*. Hasil positif ookista
Cryptosporidium sp. lebih banyak ditemukan pada sediaan tinja yang
dikonsentrasi. Hasil tidak berbeda bermakna pada perbandingan hasil MTA
dengan dan tanpa konsentrasi(p=0,07), sedangkan hasil berbeda bermakna pada
AF (p=0,00). Sensitivitas MTA dan AF tinja konsentrasi adalah 30,9% dan 54,8%;
spesifisitas 100% dan 97,7% dibandingkan dengan PCR*. Metode pewarnaan AF
memiliki nilai sensitivitas lebih tinggi, tetapi spesifisitasnya sama dengan MTA.
Metode pewarnaan AF dapat digunakan sebagai alternatif dari pewarnaan MTA
untuk deteksi ookista Cryptesporidium sp. pada sampel tinja.

Kata kunci:
auramin fenol, Crnyprosporidium sp., diagnosis, modifikasi tahan asam
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ABSTRACT

Name : Rudina Azimata Rosyidah

Study Program: Biomedical Science, Department of Parasitology

Title : Comparison Detection of Cryptosporidium sp. Qocysts in Fecal
Sample with The Modified Acid Fast and Auramine Phenol
Staining Method

Cryptosporidiin sp. 1s intestinal protozoa parasite intracellular which
infect widely vertebrata inclode human and cause cryptosporidiosis disease, also
opportunistic agent for diarthea. Reinfection and high transmission can decrease
quality of life patient, so it needs a quick diagnostic with microscopy analysis to
stain fecal smears. The objective of this study is to investigate the comparison of
the modified acid fast (MAF) and auramine phenol (APh) staining method in
order to detecting Cryptosporidium sp. oocysts from unconcentrated and
concentrated fecal sample. The sensitivity and specificity of each method from
concentrated fecal sample was determined with PCR* as the gold standard. The
result of the screening test and the levels of agreement were quantified. This
research is qualitative interpretation with cross sectional design study which using
diagnostic test. Of the 130 fecal samples that has examined, 5,4%, 10%, 10%,
19,2% and 32,3% were positive Cryptosporidium sp. by the MAF unconcentrated,
MAF concentrated, APh unconcentrated, APh concentrated and PCR* method
respectively. The majority of positive Cryprosporidium sp. samples were found in
concentrated samples. The results have no significant differences between MAF
staining with unconcentrated and concentrated fecal sample (p=0,07), but there is
a significant difference for APh staining (p=0,00). In comparison with PCR*
results, the sensitivities of MAF and APh concentrated methods were 30,9% and
54,8%; the specificities were 100% and 97,7% respectively. The APh staining
method apparently has more sensitivity than MAF staining method, but has the
same specificity. The APh staining method proved to be a valuable alternative to
MAF staining for detection of Cryptosporidium sp. oocysts in fecal sample.

Key words:
auramine phenol, Cryptosporidium sp., diagnostic, modified acid fast
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BAB 1
PENDAHULUAN

L1 Latar Belakang

Cryptosporidium sp. adalah parasit protozoa usus intraseluler yang
menginfeksi berbagai hewan vertebrata termasuk manusia dan menyebabkan
penyakit kriptosporidiosis.! Protozoa usus ini termasuk ordo Coccidia dan
mempunyai distribusi geografis yang luas.? Meskipun Cryptosporidium sp. sudah
diidentifikasi sejak tahun 1907, tetapi 50 tahun kemudian baru diketahui sebagat
patogen pada hewan dan 70 tahun kemudian patogen pada manusia. Hal ini
disebabkan karena teknik yang kurang efektif dalam mendeteksi parasit pada
bahan klinis dan dalam menentukan infeksi serta penyakit yang jelas pada tingkat
populasi.’®

Cryptosporidium sp. pertama kali ditemukan oleh Tyzzer pada tahun 1907
di kelenjar lambung tikus laboratorium." Pada tahun 1976, dua kasus
kriptosporidiosis pada manusia pertama kali dilaporkan, salah satunya pada anak
perempuan berusia di bawah tiga tahun (batita).* Kriptosporidiosis pada awalnya
dikenal sebagai zoonesis yang dapat menyebabkan penyakit gastrointestinal pada
manusia’ dan merupakan agen penyebab diare yang bersifat oportunistik’
Patogen oportunistik terutama pada anak-anak dan individu imunokompromis.®

Transmisi parasit dapat terjadi secara langsung melalui hewan dan
manusia yang terinfeksi (fekal oral) maupun dari makanan dan air.>* Penularan
melalui air yang terkontaminasi dilaporkan menimbulkan wabah terbesar di
Milwaukes pada tahun 1993 dan menginfeksi lebih dari 400.000 orang.*® Orang
yang menderita kriptosporidiosis amumnya terkait dengan lemahnya sistem imun
seperti penderita AIDS dan kanker. Namun dengan adanya kejadian wabah di
Milwaukee, individu imunokompeten juga dapat mengalami gejala
kriptosporidiosis.”

Beberapa peneliti telah melaporkan kejadian kriptosporidiosis pada
penderita AIDS dan HIV positif. Seiring dengan meningkatnya angka kejadian
HIV/AIDS di dunia maka diperkirakan angka kejadian kriptosporidiosis turut
meningkat juga apabila penderita HIV/AIDS tidak mendapat terapi antiretroviral
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(ARV).® Pada tahun 2001 di Bangkok, Thailand terdapat lima kasus
kriptosporidiosis dari 82 (6,1%) anak HIV positif dan pada orang dewasa yang
terinfeksi HIV dengan diare kronis sebanyak 20 — 25%.° Pada tahun 2004,
dilaporkan kasus kriptosporidiosis pada penderita AIDS di Amenka Serikat
sebanyak 3-4% dan di Afrika/Haiti lebih dari 50%.'° Di Indonesia sendiri sampai
bulan Juni tahun 2008 telah dilaporkan peningkatan kasus AIDS mencapai 12686
kasus dan 6130 kasus HIV." Studi prevalensi kriptosporidiosis pada individu
imunokompeten dari 26 negara, dilaporkan sekitar 0,6 — 20% di negara maju dan
4 —20% di negara berkembang.®

Cryptosporidium sp. juga dilaporkan lebih sering menginfeksi anak-anak
dan diperkirakan berhubungan erat dengan status imun anak.'? Prevalensi tertinggi
terjadi pada anak usia di bawah 5 tahun.® Pada tahun 2000 di Delhi, India terdapat
infeksi Cryptosporidium sp. pada 24 dari 127 (18,9%) anak yang diare."> Perch
dkk. (2001) dalam penelitiannya di Afrika Barat, prevalensi kriptosporidiosis
terbanyak ada pada anak batita dengan diare, yaitu sebesar 7,7%'* Pada tahun
2002 di Goias, Brazil pada anak usia 2 minggu — 10 tahun, ditemukan prevalensi
kriptosporidiosis 18,7% (83 dari 445 anak)'® Pada tahun 2004 di Bangladesh
terdapat prevalensi kriptosporidiosis 8,4% pada anak usia kurang dari 5 tahun.'
Pada tahun 2007 di Malawi pada anak usia kurang dani 5 tahun dengan diare di RS,
ditemukan prevalensi kriptosporidiosis 5,9% (50 dari 848 sampel)."” Di Indonesia,
tepatmya di Surabaya pada tahun 1998, prevalensi kriptosporidiosis sebesar 2,8%
pada anak diare dan 1,4% pada anak tidak diare.'® Sedangkan pada tahun 2006 di
Jakarta, Soetomenggolo melaporkan bahwa infeksi parasit ini prevalensinya
sebesar 2,1% pada anak batita dengan gejala klinis diare dan tidak diare.”

Gejala klinis kriptosporidiosis sangat luas mulai dari asimtomatik sampal
diare persisten. Diare akut yang sembuh sendiri pada individu imunokompeten
sampai diare kronis yang fatal pada penderita imunokompromis.'*” Diare yang
timbul dapat menyerupai kolera* dan menyebabkan kehilangan cairan 3-20 liter
per hari sehingga dapat terjadi dehidrasi berat.'* Walaupun penyakit ini dapat
sembuh sendin, tetapi sebanyak 13% anak yang terinfeksi Cryprosporidium sp.
akan mengalami gejala yang berulang dalam 6 hari sampai 2,5 bulan setelah
infeksi yang pertama.’’> Gejala yang beruiang dan angka penularan yang tinggi
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akan menurunkan kualitas hidup penderita sehingga diagnosis dini
kriptosporidiosis diperlukan untuk penatalaksanaan kasus dan mencegah
penularan lebih luas.

Sebelum tahun 1978, diagnosis Cryptosporidium sp. hanya secara
histologi di jaringan dan diobservasi pada permukaan epitel usus dengan
mikroskop elektron.?® Kasus pertama kriptosporidiosis pada manusia didiagnosis
dengan biopsi usus dan rektum.?! Pada tahun 1980, ookista Cryptosporidium sp.
ditemukan pada spesimen tinja manusia,”” sehingga diagnosis kriptosporidiosis
dapat ditegakkan secara non invasif dengan menemukan ookista Cryptosporidium
sp. secara mikroskopis pada sediaan tinja yang diwarnai.® Beberapa teknik
parasitologi untuk mengidentifikasi ookista Cryptosporidium sp., antara lain
dengan teknik pewamnaan seperti pulasan modifikasi tahan asam/ modifikasi
Ziehl-Neelsen (MTA/mZN)>? Kinyoun,** safranin® dimetil sulfoksida,®*
Giemsa,** auramin fenol (AF),>* dan imunoflucresensi (IF).”

Berbagai teknik pengukuran konsentrasi ookista di tinja, dan deteksi
antigen kriptosporidiosis juga telah dikembangkan untuk meningkatkan
sensitivitas pemeriksaan.’*? Penggtmaan metode konsentrasi ookista pada sampel
tinja dapat meningkatkan sensitivitas deteksi.”® Beberapa teknik konsentrasi yang
diganakan antara lain formalin etil-asetat, formalin eter, air eter, larutan gula
Sheater, dan lain-lain.®® Metode flotasi dan sedimentasi sesuai untuk konsentrasi
ookista Cryprosporidium sp>” Konsentrasi air-cter merupakan teknik yang
dirckomendasikan dalam studi epidemiofogi untuk mendapatkan ookista di tinja
dalam jumlah banyak.*’

Metode diagnostik untuk deteksi ookista di tinja juga telah dilakukan
dengan menggunakan teknik aglutinasi partikel latex yang dilapisi Ab anti-
Cryptosporidium, direct immunofluoresensi dan ELISA. Meskipun metode-
metode tersebut adalah uji imunoserologi yang sensitif dan spesifik, namun
membutubkan keahlian teknik, perlengkapan mahal dan pemeriksa yang
berpengalaman. ***%* Begitu juga dengan teknik PCR, yang saat ini memiliki
tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang paling baik (100%).' Oleh karena
kelebihannya itu, PCR digunakan sebagai go/d standard *? dalam penelitian ini.

Pewamnaan MTA dengan atau tanpa konsentrasi menipakan metode yang
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paling umum digunakan dalam diagnosis laboratorium kriptesporidiosis.®***’
Antara tahun 1978 dan 1980, pewarnaan Giemsa digunakan untuk mendeteksi
ookista pada tinja hewan dan manusia,”> namun ternyata kurang sensitif wntuk
deteksi ookista.” Pada tahun 1981 teknik modifikasi tahan asam Ziehl-Neelsen
digunakan untuk mewarnai ookista’® Penggunaan pulasan MTA ini terkait
dengan sifat protozoa genus Cryptosporidium yang tahan asam. *°

Metode MTA sudah umum digunakan di seluruh dunia, terutama di
negara-negara berkembang karena sederhana dan biaya yang relatif murah
Terutama jika modifikasi yang dipilih adalah teknik tanpa pemanasan {cold
staining). Pada penelitian ini, akan digunakan pewarnaan MTA cold staining
basic fuhsin. Namun, sensitivitas teknik ini rendah dan sangat bergantung pada
ketrampilan serta pengalaman tepaga mikroskopis dalam mengidentifikast
Cryptosporidium sp.,”**® apalagi bila jumiah ookista sangat sedikit pada tinja.*®
Sebagai altemnatif, digunakan teknik auramin fenol (AF) dengan pembacaan hasil
menggunakan mikroskop fluoresensi.’’” Pewarnaan AF umumnya digunakan untuk
mengidentifikasi Mycobacterium spp., namun sekarang sudah dapat dilakukan
untuk deteksi Cryptosporidium spp.2*

Sensitivitas pewarnaan MTA dan AF adalah 40,6% dan 93,8%, sedangkan
spesifisitas keduanya adalah 52,0% dan 85,7% pada pemeriksaan sampel tinja
pasien tanpa gejala diare (32 dari 311; 10,3%) oleh Arrowood.” Tidak ada nilai
standar baku untuk sensitivitas dan spesifisitas, schingga bisa berbeda karena
faktor tempat, waktn, jumlah sampel dan keahlian pemeriksa Metode AF
memiliki sensitivitas lebih tinggi dan pemeriksaannya lebih cepat dibandingkan
MTA.” Metode AF atau pewarnaan fluorokrom lebih sensitif, karena dengan
mikroskop fluoresensi, ookista Cryptosporidium sp. yang berukuran sangat kecil
(4-6 ym) akan berwama kuning terang sehingga mudah diidentifikasi tanpa perlu
perbesaran skala obyektif yang tinggi, 224283133

Diagnosis yang tepat dan cepat akan sangat membantu penatalaksanaan
penderita, karena belum ada obat yang efektif untuk membunuh parasit ini pada
pendenta HIV. Deteksi ookista di tinja menggunakan teknik fluoresensi dengan
pewarnaan AF merupakan alternatif pemecahan masalah. Penggunaan teknik AF
pada tinja konsentrasi memungkinkan diagnosis kriptosperidiosis yang lebih cepat
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dan akurat pada spesimen Kklinis, serta untuk skrining cepat pada suatu
epideri 244

Pada penelitian ini, dua metode pewarnaan MTA dan AF pada sampel
finja anak batita dengan konsentrasi dibandingkan sensitivitas dan spesifisitasnya
dengan hasil PCR sebagat baku emas. Sensitivitas akan meningkat bilamana
dilakukan pemeriksaan lebih dari satu spesimen pada satu sampel dengan
konsekuensi membutuhkan wakitu lebih lama. Untuk itu diperfukan tekmk
pemeriksaan laboratorium yang tidak invasif,*?® lebih sensitif, spesifik dan efisien
terhadap deteksi ookista Cryptosporidium sp. pada sampel tinja** Semakin
sensitif tes diagnosis yang digunakan, akan lebih mudah untuk mengidentifikasi

infeksi Cryptosporidium sp. yang berintensitas rendah.'>'*>*

Y.2 Rumusan Masalah
Hasil peneliian terdahulu menunjukkan sangat rendahnya prevalensi infeksi
Cryptosporidium sp. (2,1%) pada anak batita di Bantaran Sungai Ciliwung Kel.
Kampung Melayu pada pemeriksaan mikroskopis tinja tanpa dikonsentrasi dengan
pewamaan MTA. Hasil tersebut dirasakan tidak mewakili keadaan yang
sebenamya, maka dilakukan teknik pemeriksaan ulang untuk meningkatkan
kemampuan deteksi ookista Cryptosporidium sp. dengan metode AF,
Sehingga dapat dirunuskan permasalahan sebagai berikut:
1. Apakah metode pewarnaan AF lebih baik daripada MTA umtuk deteksi ookista
Cryptosporidium sp. pada sediaan tinja dengan dan tanpa konsentrasi?
2. Apakah metode pewarnaan AF lebih sensitif dan spesifik daripada MTA
dalam mendeteksi ookista Crypfosporidium sp.?

L3 Tujuan Penelitian
L3.1. Tujuan Umem

Membandingkan metode pewarnaan MTA dengan AF untuk menentukan
metode pewarnaan terbatk dalam deteksi ookista Crypfosporidium sp. pada
sediaan tinja dengan dan tanpa konsentrasi.

Perbandingan deteksi..., Rudina Azimata Rosyidah, FK Ul, 2008 .
¥ y Universitas Indonesia



1.3.2. Tojuan Khusus

1. Membandingkan kualitas pulasan dan efisiensi dari kedua metode
pewarnaan dalam mendeteksi ookista Cryptosporidium sp.

2. Mengetahui frekuensi hasil deteksi ookista Cryptosporidium sp. pada anak
batita di kelurahan Kampung Melayu pada tinja dengan dan tanpa
konsentrasi menggunakan metode pewarnaan MTA dan AF.

3. Mengetahui sensitivitas dan spesifisitas metode pewamaan MTA dan AF
dalam mendetcksi infeksi Cryptosporidium sp. dibandingkan PCR sebagai
baku emas.

L4 Hipotesis

Metode pewarnaan AF lebih sensitif dan spesifik dibandingkan MTA untuk
deteksi ookista Cryptosporidium sp. pada tinja konsentrasi.

1.5 Manfaat

1. Memberikan informasi tentang deteksi ookista Cryptosporidium sp. secara
mikroskopis dan diharapkan metode pewarnaan terbaik dapat digunakan
dan diterapkan di laboratorium parasitologi standar di berbagai tempat
sehingga membantu diagnosis lebih cepat, khususnya pada survei dan
skrining sampe} dalam jumlah besar.

2. Memberikan informasi data epidemiologi infeksi Cryprosporidium sp.
yang dapat digunakan untuk membantu fata laksana penderita dengan
kasus diare.

3. Data hasil penelitian dapat digunakan untuk penclitian Cryptosporidium sp.
selanjutnya.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Sejarah Infeksi Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp. merupakan salah satu parasit usus penyebab diare
pada manusia yang sampai saat ini belum banyak dilaporkan di Indonesia.
Penyakit yang disebabkan oleh parasit ini disebut kiptosporidiosis.>®
Cryptosporidium sp. pertama kali ditemukan oleh Tyzzer tahun 1907 pada
kelenjar lambung mencit yang kemudian diidentifikasi sebagai Cryptosporidium
muris. Pada tabun 1912, Tyzzer mengidentifikasi Cryptosporidium spesies lain di
usus halus mencit yang mirip dengan C. muris, kemudian diidentiftkasi sebagai C.
parvum (spesies kedua).! Pada tahun 1971, Panciera melaporkan kasus
kriptosporidiosis pada anak lembu yang diare. Tahun 1976, dilaporkan pertama
kali dua kasus kriptosporidiosis pada manusia, salah satunya pada anak
perempuan batita dari Nashville dengan gejala diare.' Sejak saat itu banyak
dilaporkan kasus kriptosporidiosis pada hewan temak, mamalia, burung, reptilia
dan ikan.*’

Kasus kriptosporidiosis sebagai patogen pada manusia mulai banyak
dilaporkan antara tahun 1980 dan 1983 yaitu ditemukannya lebih dari 80 kasus di

luar negeri,>?

namun di Indonesia belum menjadi perhatian publik Perhatian
terhadap parasit ini meningkat karena kasus kriptosporidiosis pada manusia
banyak dilaporkan dari berbagai negara, antara lain dari Denmark, Venezuela,
Australia, Haiti, Selandia Baru, Muangthai, Filipina.*® Di Indonesia, pada tahun
1990, dilaporkan hasil penelitian pertama tentang Cryptosporidium sp.*® dan dari
hasil ini belum dapat disimpulkan Cryprosporidium sp. scbagai agen utama
penyebab diare, karena tidak diteliti enteropatogen lain seperti virus dan bakten
yang lebih sering sebagai penyebab diare. Namun akhirnya terbukti bahwa
Cryptosporidium sp. adalah spesies parasit “baru” yang dapat menyebabkan gejala
gastrointestinal pada manusia. Selain itu Cryprosporidium sp. adalah agen
penyebab diare melalui infeksi oportunistik,>' terutama pada anak-anak dan
individu imunokompromis seperti pada penderita AIDS dengan manifestasi diare
kronis.” Infeksi parasit ini juga bisa terjadi pada orang dewasa yang
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imunokompeten.® Studi epidemiologi, diagnosis dan pengobatan kriptosporidiosis
meningkat drastis saat penyakit ini muncul dan menginfeksi banyak orang,'
terutama setelah terjadi outhreak terbesar di Milwaukee pada tahun 1993 dan
menginfeksi lebih dari 400.000 orang.*®

2.2 Biologi Cryptosporidium sp.
2.2.1 Klasifikasi Crypfosporidium sp.

Cryptosporidium sp. adalah parasit Coccidia bersel tunggal, merupakan
protozoa enterosit dalam air dengan ukuran sama dengan sel darah merah, yang

menginfeksi mukosa wsus halus.® Cryptosporidium dapat diklasifikasikan sebagai
berikut: 2

Kingdom . Protista

Filom : Apicomplexa
Kelas : Sporozoasida
Sub Kelas : Coccidiasina
Ordo : Eucoccidiorida
Sub Ordo : Eimeriorina
Familia . Cryptosporidiidae
Genus : Cryptosporidium

Selain Cryprosporidium, yang termasuk dalam filum Apicomplexa adalah
genus Isospora, Sarcocystis, Toxoplasma, dll. dan Cryptosporidium memilik
ukuran ookista terkecil.'

Beberapa pakar menyatakan, ada 16 spesies Cryptosporidium (berdasarkan
hospesnya) yang menginfeksi ikan, reptil, burung dan mamalia."*'** Yaitu C.
parvum, C. hominis, C. felis, C. canis, C. wrairi, C. saurophilum, C. suis, C.
scophthalmi, C. bovis, C. andersoni, C. muris, C. serpentis, C. molnari, C. galli, C.
meleagridis dan C. baileyi>*®*® Hanya delapan spesies yang diduga dapat
menginfeksi mamalia terutama manusia (Tabel 2.1).?

Dari kedelapan spesies tersebut, yang utama adalah C. parvum dan C.
muris “*! yang dibedakan berdasarkan ukuran ookista dan sifat patogenisitasnya.
C. parvum (4,5-5,5 pm) lebih pat-::ngf:n,42 karena sering menimbulkan diare pada
anak dan individu imunokompromis. Sedangkan C. muris (5,5-7,4 pm) kurang

Perbandingan deteksi..., Rudina Azimata Rosyidah, FK Ul, 2008
Universitas indonesia



patogen dibandingkan C. parvum dan biasanya dapat ditemukan pada anak-anak

maupun orang dewasa %%

Tabel 2.1. Beberapa Spesies dalam Genus Cryptosporidium yang Menginfeksi
Manusia *

Spesies Ukuran ookista (um) Tempat infeksi Hospes utama

C.hominis 45x5,5 {Jsus halus Manusia

C. parvum 45x35,5 Usus halus Mamalia neonatus,
manusia

C. suis 5,05x441] Usus halus Babi

C. felis 4,5%x5,0 Usus halus Kucing

C. canis 4,95x4.71 Usus halus Anjing

C. meleagridis 4,5-4,0x4,6-52 Usus Kalkun

C. muris 5,5x74 Perut Tikus

C. andersoni 56x 74 Perut Sapi, Unta

2.2.2 Morfologi Cryptosporidium sp.

Infeksi Cryptosporidium terjadi bila tertelan ookista matang yang
dikeluarkan oleh tinja hospes terinfeksi, dengan masa prepaten, yaitu waktu antara
infeksi dan pengeluaran ookista selama 4-22 hari untuk manusia,* dan bisa lebih
dari 30 hari pada individu imunokompeten.”” Ookista adalah bentuk infektif
terutama bila telah dikelnarkan dan dalam jumlah banyak. Ookista yang terbentuk
ada dua macam, yaitu ookista berdinding tipis dan tebal. Ookista berdinding tipis
mengeluarkan sporozoit di dalam usus dan menyebabkan autoinfeksi, sedangkan
yang berdinding tebal dikeluarkan bersama dengan tinja. Sporulasi terjadi di luar
hospes. Ookista berukuran 4-6 y, dindingnya tebal sehingga melindunginya dari
berbagai disinfektan (Gambar 2.1).

Gambar 2.1. Ookista C. parvum dengan Mikrograf Elektron (garis skala =1 pm)*”
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Ookista matang berisi empat sporozoit yang akan menempel dan
memasuki enterosit. **'>*%* Sporozoit yang berbentuk seperti pisang dikeluarkan
melalui dinding ookista yang terbuka melalui pajanan suhu tubuh, asam, tripsin
dan garam empedu (Gambar 2.2 A). Sporozoit C. parvum yang dickskistasi
berukuran sekitar 3,8 — 5,2 x 0,6 — 1,2 ym. Sporozoit memiliki sebuah ujung
kepala yang kecil (Gambar 2.2 A dan B). Mikrotubul yang berperan penting untuk
pergerakan keluar dan invasi, terletak di bawah membran plasma. Dalam
sporozoit terdapat granul, mikronema, nukleus dan nukieolus, kompleks golgi,
membran unit ganda dan retikulum endoplasma. Nukleus berada di bagian mid-
terminal posterior. Organela seperti mitokondria dapat dilihat sejajar dengan
nukleus (Gambar 2.2 B).”’ Setiap nukleus dari sporozoit mengandung 8
kromosom yang terdiri atas 10,1-10,4 miliar pasang basa DNA dengan sedikit
sekali intron.*’

Gambar 2.2 Ekskistasi Sporozoit dari Qokista C. Parvum™

2,2.3 Habitat pada Manusia

Habitat Cryptosporidium sp. pada manusia tidak hanya di usus halus,
tetapt juga di organ-organ lain seperti faring, esofagus, lambung, duodenum,
yeyunum, ileum, appendiks, kolon, rektum, kandung empedu, dan saluran
pankreas. Infeksi terberat ditemukan di yeyunum. Pada individu
immunokompeten, parasit ini biasanya terbatas di usus halus, sedangkan pada
individu immunokompromis dapat ditemukan pada saluran pencernaan dan
esofagus ke rektum, juga pada sistem hepatobiliary dan saluran permafasan. '
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Cryptosporidium sp. di dalam usus, melekatkan diri di permukaan sel
epitel pada “brush border”, schingga tampak menonjol ke dalam lumen usus.
Sedangkan perkembangan parasit terjadi di dalam vakuola parasitoforus. Parasit
ini intraseluler, tetapi ekstrasitoplasmik pada brush border sel hospesnya.® Melalui
pengamatan dengan mikroskop elektron dapat dibuktikan bahwa Cryptosporidium
melekat pada sel epitel usus secara ekstrasitoplasmik, yaitu hanya melekat
dangkal di daerah mikrovili usus, tempat parasit ini bertahan hidup dan
bereplikasi.*® Pada pangkal perlekatan antara parasit dan mikrovili ada daerah
yang mengalami fusi, sehingga terjadi kontak langsung antara sel epitel dan
parasit. Daerah tersebut mempunyai struktur sangat tipis dan berbentuk lipatan-
lipatan. Inilah yang disebut feder organella tempat terjadinya aliran nutrisi dari sel

hospes ke parasit Cryptosporidium,'®*

2.2.4 Daur Hidup Crypfosporidium sp.

Cryptosporidium adalah protozoa yang termasuk kelas sporozoa yang
berkembang biak secara aseksual dan seksual bergantian. Dalam daur hidup
sporozoa ini terdapat 2 macam cara berkembang biak:"!

i. Heteroksen : yaitu memerlukan dua hospes untuk melengkapi daur
hidupnya (misainya: Plasmodium).
2. Homoksen : yaitu memerlukan satu hospes saja dalam melengkapi
daur hidupnya (misalnya: [sospora).
Cryptosporidium tergolong homoksen dan mampu bertahan hidup serta
melakukan transmisi berdasarkan siklus hidupnya yang terdiri dari enam tahap
perkembangan. Siklus seksual dan aseksual berlangsung dalam tubuh satu hospes
(monoxenous) di saluran pencernaan (Gambar 2.3). 12424

Daur hidup Cryptosporidium dimulai dari adanya ekskistasi,. yaitu
pecahnya ookista, yéng terjadi di traktus pastrointestinalis atas lalu sporozoit
keluar dari ookista dan menempel pada sel epitel usus, kemudian sporozoit
berubah menjadi trofozoit. Trofozoit dan stadium-stadium selanjutnya hanya
terdapat pada permukaan sel epitel, jadi tidak masuk ke dalam sitoplasma epitel
tersebut.'? Trofozoit mengalami skizogoni dengan tiga kali pembelahan inti
schingga dibentuk skizon generasi pertama yang mengandung 8 merozoit.

Perbandingan deteksi..., Rudina Azimata Rosyidah, FK Ul, 2008
Universitas Indonesia



12

Kemudian skizon pecah, keluarlah 8 merozoit yang menginfeksi sel epite! Jain.
Merozoit generasi periama ini mengalami skizogoni lagi dengan dua kali
pembelahan inti sehingga terbentuk skizon generasi kedua yang mengandung 4

merozoit. "

&) Thick.walec

Nt Nﬂerenmmd % '
e G t
amon f / Type I Meront
/ ﬁb Sexual Cycle

E

Gambar 2.3. Danr Hidup Cq'ptosporidmm parvam Terjadi Dalam Tahap Aseksual
dan Seksual ®

Skizon generasi kedua pecah dan 4 merozoit keluar, Kemudian merozoit generasi
kedua ini menginfeksi kembali sel epitel lain, ada yang tumbuh menjadi
makrogametosit dan ada yang menjadi mikrogametosit. Makrogametosit
mengalami perkembangan dan berubah menjadi makrogamet (sat
makrogametosit menjadi satu makrogamet). Mikrogametosit mengalami
pembelaban inti beberapa kali dan berubah menjadi beberapa mikrogamet (jumlah
sekitar 12-16). Satu mikrogamet membuahi satu makrogamet sehingga terbentuk
zigot. Kemudian zigot berkembang menjadi ookista yang mengandung empat
sporozoit, yang melengkapi daur hidup parasit ini."

23  Gambaran Klinis

Gejala klinis kriptosporidiosis pada manusia berkaitan erat dengan status
kekebalan tubuh penderita. Diare adalah gejala predominan yang ditemukan pada
80-90% kasus.* Pada individu imunokompeten, Cryprosporidium dapat
menyebabkan diare yang biasanya kurang dari sebulan atau diare akut yang dapat
sembuh sendiri, tetapi paling banyak infeksi parasit ini asimptomatik pada
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individu imunokompeten. Pada individu imunokompromis seperti penderita AIDS,
spektrum klinis mulai dari infeksi tanpa gejala, diare akut, dehidrasi, dan
malabsorbst. Sering terjadi gejala klinis berupa diare kronis dalam waktu lama
atau menahun. Diare berlangsung selama 4 bulan dan pemah dilaporkan sampai 3

tahun, pada beberapa kasus bisa menyebabkan kematian "“'%**” Pada anak dengan
hipogamaglobulinemia kongenital, dilaporkan diare dapat berlangsung sampai 3

tahun.'**? Diare kriptosporidiosis ini dapat ditemukan pada semua golongan umur,
termasuk bayi di bawah 1 tahun yang masih menyusu. 5'%>¢

Patofisiologl banyaknya cairan yang hilang pada kriptosporidiosis tidak
spesifik, bahkan diduga sama dengan toksin kolera. Kriptosporidiosis pada
manusia ditandai dengan diare cair, tidak selalu “profus” dan tidak disertai darah.
Jumlah cairan yang hilang melalui tinja antara 3-17 liter/hari.*®

Infeksi tanpa gejala oleh kriptosporidiosis dapat terjadi pada individu
immunokompeten maupun immunokompromis. Selain diare, gejala Klinis
kriptosporidiosis yang pernah dilaporkan antara lain demam ringan, pusing, nyeri
ulu hati, sakit perut, mual, muntah, anoreksia, sukar tidur dan nafsu makan
berkurang yang berakibat pada penurunan berat badan. Faktor usia individu yang
terserang kriptosporidiosis tidak berpengaruh terhadap ada tidaknya gejala
Klinis ®*'%'3'® Anak yang terinfeksi C. parvum memiliki berat badan lebih ringan
rata-rata 2,0% daripada anak yang tidak terinfeksi (P>0,10), meskipun berat badan
tidak berhubungan dengan infeksi.

Diare dan malnutrisi merupakan faktor penting yang secara tidak langsung
dapat menyebabkan kematian pada penderita kriptosporidiosis. Diare merupakan
mekanisme alamiah tubuh untuk mengeluarkan zat-zat racun yang tidak
dikehendaki dari dalam usus*’ Berdasarkan perjalanan penyakitnya, dibagi
menjadi diare akut dan kronis. Diare akut terjadi mendadak dan berlangsung
selama 1-2 minggu. Sedangkan diare kronis bisa berlangsung lebih dari tiga
minggu setelah meredanya suatu serangan akut™'® Berbagai faktor yang
mempengaruhi terjadinya diare karena infeksi parasit adalah malnutrisi, keadaan
sanitasi, kebersihan perorangan dan sosial ekonomi, juga karena komphikasi

dengan infeksi usus oleh bakteri, virus atau parasit lain,'%®
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2.4 Epidemiologi Kriptosporidiesis
2.4.1 Distribusi Geografis dan Prevalensi pada Manusia

Kriptosporidiosis pada manusia mempunyai distribusi yang luas di seluruh
dunia.***® Cryptosporidium sp. juga dapat sebagai penyebab diare epidemik di
rumah sakit, pusat pemerintahan dan institusi Jainnya di seluruh dunia.” Manusia
dan hewan pada semua tingkatan usia dapat terinfeksi Cryptosporidium sp., mulai
dari bayi usia 3 hari (yang mendapat infeksi dari vagina ibu dengan
kriptosporidiosis) sampai orang dewasa yang berumur 95 tahun.*® Yang paling
rentan terinfeksi adalah anak-anak usia 1-5 tahun, wanita hamil dan individu
immunokompromis.'*** Laki-laki cenderung lebih banyak terinfeksi daripada
perempuan.'* Kerentanan terhadap infeksi bervariasi untuk setiap individu, karena
faktor latar belakang genetik dan status imun *'>*

Kriptosporidiosis banyak dilaporkan terutama pada penderita AIDS,
dengan prevalenst di Amerika Serikat (AS) sekitar 3-4 % dan di Afrika dan Hatti
lebih dari 50 %." Pada penderita AIDS dengan diare di AS sebanyak 10-20% di
tahun 1997.'*'? Di Fropa pada penderita HIV ditemukan kasus kriptosporidiosis
6,6 % dan 3.8 % di Los Angeles, AS pada tahun1996.® Kriptosporidiosis juga
dapat tegadi pada orang dengan status immunokompromis yang lain, seperti
agammaglobulinemia kongenital, defisiensi IgA, dan kanker »*'?

Prevalensi kriptosporidiosis pada manusia di Indonesia sampai saat ini
masih belum banyak diketahui. Di luar negeri dilaporkan 1 — 18 % kasus dengan
keluhan gastroenteritis, terinfeksi dengan Cryprosporidium™® Prevalensi
Cryptosporidium pada tinja di Eropa dan Amerika Utara sekitar 1-3 % dan di Asia
dan Afrika 5-10 % pada tahun 1991.>"? Selama kurun waktu 10 tahun (1990 —
2000) ditemukan prevalensi kriptosporidiosis dari 1,1% - 17.4% di Brazil
Sedangkan di Amerika Latin dari tahun 1989 — 1992, seperti: di Argentina 3,9%,
di Costa Rica 4,3%, di Venezuela 10,8%, di Ekuador 11,2%, di Guatemala 18,3%,
dan di Haiti 16,7%." Di Manila, Brazil dan Amerika Latin Cryprosporidium
positif pada 2,6 % dari 735 tinja anak dengan diare. Pada anak usia balita di
Bolivia pada tahun 1997, prevalensi Cryptosporidium mencapai 32%, meski
dengan tanpa gejala.*® Dilaporkan juga dari suatu penelitian di Peruvia tahun 1997,
63% anak yang positif Cryptosporidium mempunyai gejala asimfomatik.® Pada
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tahun 2005 di Korea pada pasien non HIV, ditemukan 6 dari 522 (i,1%) pasien
laki-laki dan 3 dari 420 (0,7%) pasien perempuan yang positif kriptosporidiosis.*’

Di Indonesia pada tahun 1989, ookista Cryptosporidium sp. ditemukan
pada 4 dari 413 tinja anak dengan gejala diare di Jakarta.”® Pada tahun 1990, kasus
kriptosporidiosis di beberapa rumah sakit di Jakarta, terdapat 11 (1,3 %) dari 838
anak dengan diare dan 4 (0,65%) dari 617 penderita dewasa yang dirawat di
rumah sakit. Katsumata dkk."® melaporkan prevalensi Cryptosporidium sp. pada
tahun 1992-1993 di Surabaya sebesar 2,8% pada anak diare dan 1,4% pada anak
tidak diare. Sebanyak 172 tinja yang diperiksa, di RSUP Medan pada anak-anak
dengan gejala diare terdapat 5 sampel (2,9%) positif dengan oolkdsta
Cryptosporidium sp.¥’

2,4.2 Sumber Infeksi dan Cara Transmisi
Insiden kriptosporidiosis baru dilaporkan pada masa dekade ini dan masih
sedikit orang yang mengetahui jenis parasit Cryptosporidium sp., sehingga
perhatian terhadap parasit ini masih kurang. Sumber infeksi utama selain tinja
yang mengandung ookista adalah sputum penderita kriptosporidiosis paru. *
Ada beberapa cara transmisi Cryptosporidium sp. yaita: ©
1. Transmisi manusia ke manusia
Transmisi dari manusia ke manusia adalah bentuk utama transmist
Cryptosporidium sp. Risiko kriptosporidiosis bisa terdapat pada anak dan
pekerja di tempat penitipan anak dan rumah sakit,? serta orang tua dari anak
yang terinfeksi.®*' Infeksi Cryptosporidium sp. pada umumnya secara fekal
oral, dapat kontak langsung dengan penderita.*! Orang yang bepergian atan
wisatawan juga berisiko tinggi terhadap transmisi alami Cryptosporidium.®

2. Transmisi hewan ke manusia
Umumnya manusia terinfeksi Cryptosporidium secara kebetulan dan parasit
ini bersifat zoonotik.*® Cryprosporidium yang menginfeksi hewan, dapat
menginfeksi manusia atau sebaliknya seperti anak lembu, anak domba, anak
babi, kucing, anjing dan tikus dapat menjadi hospes reservoar parasit ini.*?
Terdapat hubungan bermakna antara sapi yang mengeluarkan ookista dan
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kejadian infeksi pada manusia.*' Baik manusia maupun hewan, mempunyai
peluang yang sama sebagai sumber penularan Cryptosporidium, tanpa melihat
ada tidaknya gejala klinis.'® Telah dilaporkan lebih dari 150 spesies mamalia
termasuk hewan jinak, hewan liar dan hewan temak dapat menginfeksi
manusia.”® Lembu dapat menghasilkan 4,57 ton ookista per tahun di Amerika
Serikat.**

. Transmisi melalui air minum

Ookista Cryptosporidium sp. terdistribusi luas di lingkungan perairan. Kolam
renang dan taman air untuk bermain dapat menjadi sumber penutaran infeksi
ini.*! Dilaporkan 87% sampel air mentah ditemukan ookista Cryptosporidium
sp. dan 27% terdapat pada sampel air minum. Ookista Cryptesporidium sp.
dapat ditransmisikan melalui air minum yang dibeni klor, karena klorinasi air
minum tidak dapat membunuh ookista Cryprosporidium sp.>® Di Amerika
Serikat telah terjadi enam owrbreak dan semuanya disebabkan oleh air minum
yang tercemar.’! Diperkirakan 1,5 juta konsumen terkena kontaminasi
Cryptosporidium sp. dari air minum yang diklorinasi dan epidemi penyakit
diare yang hebat (hingga mencapai 250.000 orang penderita) seria 104 orang
meninggal dunia.*®"!

Gambar 2.4 Cara Transmisi Crypfosporidium sp.‘"
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Ada empat faktor utama yang dapat memicu terjadinya outbreak, yaitu: (i)
prevalensi Cryptosporidium yang tinggi di sumber air; (ii} ookista
Cryptosporidium yang tahan/resisten terhadap klorinasi; (iii) metode filtrasi
pada air minum tidak efisien menyaring ookista Cryptosporidium, karena
diameter Cryptosporidium sangat kecil, dan (iv) dosis infeksi

Cryptosporidium untuk manusia sangat rendah.

. Transmisi melalui udara

Ukuran ookista Cryptosporidium sp. yang kecil memudahkan terinhalasi di
udara. Penularan melalui udara terjadi dengan cara anak sapi menghirup
droplet yang berisi ookista, sehingga terinfeksi Cryptosporidium sp.>°

. Transmisi melalui makanan

Cryptosporidium sp. juga dapat menular melalui makanan yang
terkontaminasi ookista. Makanan tersebut biasanya tercemar oleh tinja yang
mengandung ookista Cryprosporidium sp. dan tidak dimasak atau dipanaskan
dabulu sebelum dimakan.*' Ookista Cryptosporidium sp. akan mati jika
dipanaskan pada suhu 65-70° C selama 30 menit.**

. Transmisi melalui jalur lain (kondisi cuaca/musim)

Ada penelitian yang menyelidiki pengaruh musim terhadap frekuensi
kriptosporidiosis, namun penularan infeksi lebih banyak berkaitan dengan
higiene dan sanitasi lingkamgan.'*!>2 Penelitian di Brazil melaporkan bahwa
prevalenst infeksi Cryprosporidium sp. lebih finggi selama musim
penghujan.”” Di Uganda, prevalensi kriptosporidiosis tinggi pada musim
penghujan di bulan April-Tuni? Dampak hujan menyebabkan ookista
Cryptosporidium sp. keluar dari tinja yang ada di permukaan tanah. Tren yang
sama untuk vana51 musiman ini juga diobservasi di wilayah lain di Brazil,
Indonesia dan Zambia."® Juga di Amerika Serikat (1997), Burkina Faso (1998),
dan Afrika Selatan (1991)."2 Di negara tropis, transmisi Cryptosporidium sp.
pada anak dihubungkan dengan musim penghujan dan transmisi melalui air.
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Di Kuwait sangat sedikit hujan dan transmisi Crypfosporidium sp. paling
banyak selama musim dingin pada bulan November-April.”*

Penelitan di Meksiko menunjukkan berbagai cara transmisi dari 67
penderita kriptosporidiosis. Faktor penyebabnya yaitu karena bepergian (n=35;
52%), kontak dengan hewan peliharaan/ peternakan (n=16; 24%), di tempat
penitipan anak (n=2; 3%), penderita AIDS (n=2; 3%) dan ada yang tidak
bepergian maupun kontak dengan hewan (n=12, 18%). Jadi infeksi
Cryptosporidium sp. menjadi salah satu masalah bagi orang-orang yang bepergian
di Meksiko.” Kebiasaan mencuci tangan sebagai salah satu cara yang sangat
efektif jika diterapkan untuk mencegah transmisi kriptosporidiosis.

2.5 Diagnosis Kriptosporidiosis

Ada beberapza uji yang telah dikembangkan untuk diagnosis
kriptosporidiosis. Ada tiga metode untuk mendiagnosis Cryptosporidium yaitu
metode deteksi asam nukleat dengan menggunakan PCR, metode imunologi untuk
mendeteksi antigen dan metode pewarnaan untuk mendeteksi ookista
Cryptosporidium sp. Masing-masing uji ini mempunyai kelebihan dan kekurangan.

Ada beberapa pilihan diagnosis yang bervariasi untuk deteksi
Cryptosporidium sp. pada sampel tinja klinis (Tabel 2.2).° Metode diagnosis
dikembangkan menggunakan C. parvum karena ketersediaannya yang cukup dan
paling patogen menginfeksi manusia dan dapat menyebabkan morbiditas dan/atau
mortalitas,

Tabel 2.2. Piliban Diagnosis untuk Deteksi Cryptosporidium pada Sampel Tinja®

Telmik Kenntungan Kerngian
MTA  Biaya murah . Sensitivitas dan spesifisitas rendah
AF Skaining cepat Sensitivitas dan spesifisitas rendah;
biaya mahal {alat)
EiA Sensitif (32,9 ng protein Biaya mahal

Cryptosporidium) [Meridian Diagnostic,
Inc., Cincinnati, OH]; dibutuhkan training
singkat
IFA Sensitif {100 ookista/ml) [Meridian Biaya mahal
Diagnostic, Inc., Cincinnati, OH] '
PCR Sensitif (1 ookista); permits genotyping Metode tidak distandardisasi; biaya
mahal; dibutuhkan peralatan dan
training khusus
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Sampel tinja dapat disimpan dalam formalin 10%, kalium bikromat
(K2Cr207) 2,5 %, SAF dan PVA. Untuk keperluan ujifanalisis motekular, ookista
akan lebih baik disimpan dalam K,Cr,0;2,5% daripada formalin 10% agar DNA
tetap utuh *

2.5.1 Uji Molekuler

Uji molekuler terutama dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
semakin ditingkatkan untuk diagnosis laboratorium I-m'ptosporidiosis.31 Metode
PCR dapat digunakan untuk meningkatkan deteksi Cryptosporidium dalam bahan
klinis, menentukan spesies dan identifikasi genotip. Ada tiga tabap yang
dilakukan untuk deteksi DNA Cryptosporidium yaitu teknik konsentrasi, ekstraksi
dan amplifikasi.”

Teknik PCR Iebih sensitif dan spesifik dalam deteksi ookista
Cryptosporidium dibandingkan teknik mikroskopis seperti pulasan tahan asam.*’
Teknik PCR dapat mendeteksi <20 ookista/gram tinja atau hanya 1 ookista,
sedangkan untuk deteksi secara mikroskopis dibutubkan 10.000-500.000
ookista/gram tinja.*’*** Namun, teknik PCR membutuhkan waktu lama, biaya yang
mahal dan membutuhkan pemeriksa yang berpengalaman. PCR juga dapat
dihambat prosesnya oleh komponen bahan di dalam tinja, termasuk kompleks
polisakanda, garam empedu dan bilirubin, sehingga perlu menambah prosedur
untuk menghilangkan residu dalam tinja.>*

Tahap pencucian pada teknik konsentrasi dengan menggunakan air tanpa
ion yang dilakukan berulang kali dapat membuang residu larutan pengawet
sehingga tidak mengganggu hasil PCR.* Penggunaan larutan pengawet yang tepat
akan mempermudah dalam deteksi DNA Cryptosporidium. Ada beberapa gen
yang dapat mendeteksi Crypfosporidium, yang paling tinggi sensitivitas dan
spesifisitasnya ada 2 gen yaitu gen 185 rRNA dan gen Cryptosporidium oocyst
wall protein (COWP). Gen 18S rRNA dapat mendeteksi 1 ookista, sedangkan gen
COWP dapat mendeteksi minimal 10 ookista. Ada teknik nested PCR yang dapat
menentukan spesies dari Cryprosporidium.®® Teknik PCR ini membutuhkan biaya
yang mahal, tetapi kelebihannya adalah memiliki sensitivitas dan spesifisitas
100% sehingga digunakan sebagai gold standard dalam deteksi Cryptosporidium.
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2.5.2 Uji Serologi

Uji serologi dilakukan dengan mendeteksi antigen dengan antibodi yang
dilabel dengan fluoresen dan mendeteksi antigen menggunakan antibodi yang
dilabel dengan enzim atau teknik enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).
Diagnosis dengan metode ini membutuhkan biaya lebih mahal dibandingkan
metode pewarnaan. Sensitivitas metode ini masih kurang sempurna meskipun
spesifisitas sudah mencapai 98 ~ 100%.% Uji serologi sedikit berperan dalam
diagnosis Kklinis, tetapi dapat digunakan untuk situasi outbreak dan studi
epidemiologi.

Umumnya, metode ELISA digunakan untuk mendeteksi antibodi IgM dan
IgG. Peningkatan level 1gM ditemukan dalam 2 minggu masa pajanan dan bisa
bertahan lebih dari setahun pada beberapa individn, ** Imunodiagnosis berdasarkan
tes serologi yang dilakukan sampai hari keenam berlangsungnya penyakit,
menunjukkan hasil negatif. Umumnya hasil positif didapat bila tes serologi
dilakukan setelah 60-90 hari dan pada 5 dari 7 kasus yang diperiksa, hasil tes
masih positif setelah satu tahun*®

Deteksi dan identifikasi ookista juga dapat dilakukan dengan
imunofluoresensi antibodi monoklonal (IFAT) yang menunjukkan karakteristik
garis sutura pada permukaan ookista. Meskipun penggunaan IFAT juga untuk
pemeriksaan tinja rutin, tetapi tidak banyak dikembangkan karena biayanya
mahal

Teknik sentnfugasi densitas klasik tidak efisien dalam memisahkan
ookista dari debris tinja dan metode terbaru, seperti imunomagetic separation
(TMS) belum banyak dikembangkan *® IMS dapat mengisolasi se! dari matriks
sekitamya dan untuk menghitung secara kuantitatif kontaminan yang terdapat
dalam darah, tinja, makanan dan air. Kombinasi IMS dan PCR dapat digunakan
untuk analisis DNA_*

2.53 Pemeriksaan Mikroskopis

Diagnosis ditegakkan dengan menemukan ookista Cryprosporidium dalam
tinja atau bahan lainnya dari penderita. Pada penderita dengan diare cair yang
kbas, spesimen tinja hanya berisi sedikit materi tinja, lebih banyak air dan mukus.
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Makin padat tinjanya, makin banyak ditemukan artefak yang mirip
Cryprosporidiwn.m

Ookista dapat dideteksi dengan mikroskop cahaya biasa, fase kontras atau
Nomarski Differential Interference Contrast (DIC).*”’ Pemeriksaan tinja secara
mikroskopis dilakukan dengan memeriksa sediaan basah yaitu sediaan tinja dalam
larutan Jugol (yodium). Ookista Crypfosporidium pada sediaan basah dilihat
dengan mikroskop DIC akan terlihat sebagai spora kecil, berdinding tebal, tidak
berwama, bentuknya bulat, membias cahaya dan berukuran 4-6 pm. Cara ini yang
paling mudah dan murah, pamun uvkurannya yang kecil dalam larutan lugol
menyebabkan parasit ini mudah diabatkan atau disangka sel ragi. QOokista
Cryptosporidium harus dibedakan dari spora jamur/ ragi (6-10 um) dan ookista
Cyclospora (8-10pum) yang lebth besar menggunakan mikrometer okuler, begitu
juga spora, bakteri dan debris. 2"

Ookista dapat diidentifikasi berdasarkan ukuran untuk membedakannya
dari ragi, jamur, atau obyek mikroskopis lain, tetapi sulit unfuk menentukan
spesiesnya.”® Pemeriksaan ookista Cryptosporidium dan bahan flotasi dengan
mikroskop fase kontras merupakan cara yang baik untuk menemukan ookista
Cryptosporidium,. Namun laboratorium umumnya tidak menyediakan mikroskop
fase kontras dan laboran belum berpengalaman dalam menggunakannya,

Teknik konsentrasi dilakukan apabila hasilnya negatif pada sediaan
langsung. Secara umum, teknik konsentrasi lebih sensitif daripada sediaan
langsung.”? Terdapat tiga teknik konsentrasi, yaitu cara apung/flotasi,
endap/sedimentasi dan biakan. Pemilihan teknik yang dilakukan tergantung dari
tersedianya alat, waktu, bentuk parasit dan faktor biaya.’

Konsentrasi air-eter merupakan teknik yang dirckomendasikan dalam studi
epidemiologi untuk mendapatkan ookista di tinja dalam jumiah banyak, terutama
jika akan dilakukan analisis molekuler lebih lanjut.’® Sensitivitas dan rata-rata
deteksi untuk ookista dalam jumiah sedikit dapat ditingkatkan dengan
menggunakan metode konsentrasi dan dilanjutkan dengan pewarnaan. 2%

Metode pewarnaan seperti pulasan tahan asam meodifikasi Ziehl-Neelsen
(MTA/mZN),*?#  Kinyoun, safranin,®® dimetil sulfoksida,”® giemsa,”
hematoksilin-eosin (HE) 0 periodic acid-Schiff (PAS) 2 toluidine blue, phenic
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fuchsin, > methanamine silver,” nigrosin, ? methylen blue/eosin, * romanowsky

(pewarna Jenner),  auramin fenol (AF),* dan imunofluoresensi (IF).»

Metode pewarnaan
a. Modifikasi tahan asam

Pewamaan tahan asam Ziehl-Neelsen (ZN) digunakan oleh Henriksen dan
Pohlenz (1981) untuk mendeteksi ookista di tinja sapi yang kemudian
dimodifikasi oleh Casemore dkk. (1984) (modifikasi Ziehl-Neelsen,mZN) dan
banyak digunakan untuk mewarnai ookista pada sampet tinja. 2%

Pewarnaan Ziehl-Neelsen (ZN) juga dikenal sebagai pewarnaan/pulasan
tahan asam, pertama kali ditemukan oleh dua Doktor dari Jerman, yaitu Frans
Ziehl (1859-1926) seorang ahli bakteriologi dan Friedrich Neelsen (1854-1894)
seorang ahli patologi. Prosedur pewarnaan ini dikembangkan oleh Paul Ehrlich
pada tahun 1882. Awalnya khusus digunakan untuk pewarnaan bakteri dan
sekarang juga untuk mengidentifikast mycobacteria tahan asam. Sifat tahan asam
yang dimaksudkan adalah sel yang telah diwamai tahan terhadap penghilangan
wama dengan larutan asam organik®® Hal ini karena karakterisitiknya yang
berdinding tebal dan lipoidal schingga menyulitkan penetrasi warna. Dinding sel
bakteri dan strukiur luar protozoa tertentu mengandung asam lemak rantai panjang
yvang disebut asam mikolat. Asam mikolat membuat mikroorganisme tahan
terhadap penghilangan wama dasar oleh alkohol asam dan asam hidroklorat (HCI).
Organisme-organisme tahan asam misalnya spesies bakteri genus Mycobacterium
dan Nocardia, dan protozoa genus Cryptosporidium.*®

Pulasan ZN adalah prosedur pewarnaan berbeda yang menggunakan panas
untuk memasukkan zat warna basic fukhsin ke dalam sel organisme tahan asam.
Sedangkan prosedur modifikasi tahan asam (MTA) tidak memeriukan tahap
pemanasan seperti ZN.** Hasil negatif pada sediaan adalah latar belakang
berwarna hijau, sedangkan hasil positif adalah ookista berwarna merah dengan
latar belakang berwama hijau.®

Skrining Cryptosporidium sp. direkomendasikan menggunakan teknik
sederhana atau metodologi standar dengan biaya refatif murah dan kualitas
morfologi ookista paling baik seperti pewarnaan MTA ini (Tabel 2.3)” schingga
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metode MTA sudah umum digunakan di seluruh dunia, terutama di negara-negara
berkembang® Terutama jika modifikasi yang dipilih adalah teknik tanpa

pemanasan (cold staining).

Tabel 2.3. Kualitas Morfologi Ookista Cryptos}mndmm Sp. yang diisolasi dan
diwarnai dengan Berbagai Teknik

Sugar fiotation ................ Good-excellem®
Formalin sedimentation ........ Fair-good*
Todioe. . .oer et Poor
Glemeh......coovveiiiniannnn Good-excellent
L1 Poor-fair
PASNUTINENS. N T . . Fair

Modified PAS ................. Poor-fair*
Silver methenamine............ Poor-fair
Actidine OTange . .............. Poor*
Auramine-rhodamine. .......... Fair-good*
Kinyoun acid-fast. .............

Ziehl-Neelsen acid-fast......... Good-excellent
Modified acid-fast ............. Excellent

¢ Morphology was based on size, color, consistency
g“:npe and ability to distinguish Cryptosporidium
* These specmbens were examined under x400; all
other techniques included oil immersion examination
At X1,000,
* Fluorescent specimens were screened al X250,

b. Auramin Fenol

Alternatif lain yang dapat digunakan adalah auramin fenol (AF) sebagai
zat fluorokrom/ pewarna fluoresensi non-spesifik, yang memiliki afinitas kuat
terhadap dinding sel Cryptosporidium sehingga dapat memperlihatkan organisme
ini dengan mikroskop fluoresensi® AF menggunakan pewama negatif cold
strong carbol fuchsin atan potassium permanganat (KMnQO;) untuk mewarnai
ookista pada sampel tinja.*° Pewamna fluoresensi dengan zat fluorokrom untuk
diagnosis kriptosporidiosis selain auramin fenol adalah auramin-rhedamine,
auramin carbol-fuchsin, acridin orange, diL.*

Pewarnaan AF lebih sensitif daripada MTA™ karena mewarnai dinding
luar ookista sama baik dengan struktur bagian dalamnya.*® Ookista dan sporozoit
dapat diperiksa dengan filter fluorescein isothiocyanate (FITC) dan filter
ultraviolet (UV) pada mikroskop fluoresensi. Mikroskop fluoresensi yang umuim
dipunakan adalah mikroskop epifluoresensi, dengan transmisi cahaya yang
memberikan intensitas lebih tinggi. Pewamaan imunofluoresensi dapat dilakukan
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dengan menggunakan FITC yang dilabel mAb anti- Crypfosporidium. Ookista
tampak berfluoresensi dengan warna hijau apel (sesuai eksitasi FITC) karena
antibodi monoklonal mengikat epitop di dalam dinding ookista, dengan
mikroskop epifluoresensi. Fluoresensi interkalator DNA 4’-6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) interkalasi dengan nukleus sporozoit dan memperlihatkan
highlights nukleus. Perbedaan antara AF dan pewarna imunofluoresensi adalah
AF non-spesifik dan imunofluoresensi bersifat genus spesifik, namun kedua
metode tersebut tidak dapat untuk menentukan spesies Cryptosporidium ™

Untuk sampe! tinja yang mengandung sedikit ookista, menggunakan
metode skrining dengan AF yang dilanjutkan dengan metode konfirmasi seperti
imunofluoresensi adalah pendekatan spesifik dan sensitif untuk identifikasi
ookista Cryptosporidium.™ Deteksi ookista di tinja dengan tekmik fluoresensi
dengan pewarnaan AF merupakan langkah alternatif karena merupakan prosedur
yang mudah dan cepat® Pengembangan tekmik ini, terutama dengan teknik
konsentrasi memungkinkan diagnosis kriptosporidiosis lebih cepat dan akurat
untuk diagnosis spesimen klinis, serta untuk skrining cepat bilamana terjadi suatu
epidemi 4%
Sensitivitas deteksi pada tinja

Variasi konsistenst tinja berpengaruh untuk kemudahan deteksi. Ookista
lebih mudah dideteksi pada konsentrasi sampel tinja diare yang berair daripada
tinja padat. Seusitivitas deteksi untuk tinja yang tidak dikonsentrasi memiliki nilai
jumlah batasan 10° ookista per ml tinja. Setelah tinja dikonsentrasi, antara 1 x 10°
dan 5 x 10* ookista per g dibutuhkan untuk mendapatkan efisiensi deteksi 100%.
Untuk sampel tinja, ambang batas efisiensi deteksi 100% menggunakan AF atau
FITC-C-mAb adalah 1 x 10° ookista per g. Penggunaan FITC-C-mAb tidak
memiliki peningkatan sensitivitas yang signifikan dibandingkan pewarnaan
konvensional seperti MTA dan AF. **°
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BAB 3
METYODE PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Desain penelitian adalah cross sectional analitik observasional dengan jenis
uji diagnostik®® Pada penelitian ini akan dibandingkan deteksi ookista
Cryptosporidium sp. secara mikroskopis menggunakan pewamnaan modifikast
tahan asam (MTA) dan auramin fenol (AF) pada sampel tinja anak batita di
bantaran sungai Ciliwung kelurahan Kampung Melayu.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Departemen Parasitologi dan Departemen
Patologi Anatomik Fakuitas Kedokteran Universitas Indonesia Jakarta, untuk
pengerjaan sampel dan pemeriksaan hasil sediaan, Waktu penelitian adalah dari
bulan Juni 2007 sampai dengan Mei 2008.

3.3 Sampel Penelitian

Sampel adalah tinja dan anak batita (usia 0 — 35 bulan) yang bertempat
tinggal di bantaran sungai Ciliwvumg kelurahan Kampung Melayu. Sampel telah
dikoleksi oleh peneliti sebelumnya pada bulan Januari — April 2006 sejumliah 486
dan dikumpulkan dalam botol penampung tinja yang sudah diberi larutan kalium
bikromat (K,Cr.07) 2,5%,>% 1alu disimpan pada suhu + 4°C.

3.4 Besar Sampel

Sampel didapatkan dengan memilih subyek penelitian. Cara pemilihan
dilakukan berdasarkan peluang {probability sampling) yaitu jenis systematic
sampling (jika ingin mengambil 1/n dan populasi, tiap pasien no. ke n dipilih
sebagai sz«unpel).s6

Besar sampel ditentukan dengan perhitungan statistik menggunakan rumus
beda dua proporsi yang independen: *°

n; = m = (ZaN2pq + Z8\plql + p2q2)°
(ap)’
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Keterangan:

n; = n : perkiraan besar sampel untuk masing-masing metode yang digunakan

(jumlah minimal sampel).

o 1 1-5%, pada umumnya 5% (Z skor untuk o sebesar 0,05 adalah 1,96)

B : 5-20%, pada umumnya 20% (Z skor untuk B sebesar 0,2 adalah 0,842)

pl : dari literatur (perkiraan proporsi per metode), prevalensi kejadian
kriptosporidiosis di daerah bantaran sungai sebesar 2,1% '° yaitu 0,02.

ql :1-pl=1-0,02=098

Ap : perbedaan proporsi minimal yang hendak dicapai, ditetapkan 10% (0,1)

p2 : pl +Ap; p="Y{pl+p2); q=1-p

Perhitungan sampe! pada penelitian ini adalah:
nl=n2 = (i,96¥2.0.07.0.93 + 0.842¥/0.02.0.98+0.12.0.88)* = 102 sampel.
0,1y’
Jadi jumlah sampel tinja minimal untuk masing-masing metode pemeriksaan yang
dibutuhkan adatah 102 sampel.
Sampel yang diproses dan diperiksa sejumlah 130 sampel.

3.5 Alat dan Bahan

3.5.1 Alat

Sarung tangan

Masker

Gelas beaker 500 ml

Gelas ukur 10 ml, 50 ml dan 100 ml
Botol kaca gelap 500 ml

Pengaduk bahan kaca

Timbangan elektrik

Penangas air (Kottermann, German)

e A LB B

Magnetic stirer

Tabung 0,5 cc

Tabung eppendorf 100 pL, 1500 uL
Pipet tip

— .
e
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14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,

25.

3.5.2 Bahan

¥ P NS e L=

et
e
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Pipet mikro 20 ut, 200 pl, 1000 pl.

Vortex (Maxi Mix II, Mixer-37600, USA),

Centrifuge (Sorval Biofuge Pico, D-37520, German),

Kulkas

Freezer -20 °C

Kaca obyek (76 x 26 mm)

Pensil perak dan spidol

Lidi kapas/ cotton buds

Penjepit slide/ pinset

Coplin jars

Selang/ pipa air

Mikroskop cahaya biasa/ bright field (Oympus CH20, lapan)
dengan lensa obyektif pembesaran 400x dan 1000x.

Mikroskop epiflucresensi (Olympus BX-51, Japan) yang
dilengkapi filter FITC dengan eksitasi 490 nm dan emisi 550 nm,
lensa obyektif pembesaran 200x dan 400x.

Sampel tinja

Akuabides

Metanol absolut (Merck, cat. no. 1.06009)

HCI (Merck, cat. no. 1.00317)

Cold strong Carbol fuchsin 2,31% (Merck, cat. no. 1.09215)
Malachite green 0,4% (Merek, cat. no. 1.01398)

Auramine O

Phenol crystal

Potassium permanganate (KMnO;) 0,1 %

Minyak imersi
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3.6 Cara Kerja
3.6.1. Sampel Tinja untuk Sediaan Tanpa Konsentrasi

Jumlah sampel yang didapat ditandai pada kaca obyek dengan pensil perak,
satu kaca obyek untuk satu sampel. Sampel tinja diambil 5 pl dengan mikropipet
dan dioleskan merata pada kaca obyek.”” Dikeringkan pada suhu kamar lalu

difiksasi dengan metanol selama 3 menit,>?2%

3.6.2. Teknik Konsentrasi Tinja dengan Air-Eter: 2%
1. Sebanyak 200 pl tinja dalam suspemsi kalium bikromat diambil lalu
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1500 pl.
Akuabides ditambahkan 700 pl, lalu divorteks selama 30 detk.
Dietil eter ditambahkan 400 ul, lalu dibolak balik selama 10 kali.
Sampel disentrifugasi pada 13,000 x g selama 1 menit.
Supernatan dibuang dan disisakan kira-kira 200 pl.
Selanjutnya ditambahkan 1 ml akuabides steril dan divorteks selama 30
detik.Langkah 2-5 (pencucian diulangi sebanyak 2 kali).
Dengan penambahan 1 m} akuabides, pelet disisakan sebanyak 50 pl.
8. Konsentrat disimpan di dalam kulkas pada subu 4°C.

SO S

~

3.6.3. Kontrol Positif

Kontrol positif yang digunakan adalah tinja yang mengandung ookista
Cryptosporidium sp., berasal dari CDC Atlanta, USA dan dari pasien HIV/ AIDS
yang positif Cryptosporidium sp.

3.6.4 Teknik Pewarnaan dan Pemeriksaan Sediaan
3.6.4.1. Pewarnaan Modifikasi Tahan Asam (MTA) >
Tahapan awal adalah menyiapkan reagen pewarnaan MTA sesuai dengan
komposisinya (Lampiran 1),
Metede: slide sediaan kontrol positif selalu disertakan setiap melakukan
prosedur ini.
1. Tinja dioleskan ke atas kaca obyek dengan mikropipet sebanyak 5 pl.

Perbandingan deteksi..., Rudina Azimata Rosyidah, FK Ul, 2008 )
Universitas indonesia



29

2. Hasil apusan tinja pada kaca obyek dikeringkan pada suhu kamar (60
menit).*’

3. Sampel pada kaca obyek difiksasi dengan methanol absolut selama 3
menit.

4. Larutan cold strong fukhsin karbol 2,31% dituangkan ke atas kaca obyek
dan dibiarkan selama 10 menit.

5. Kaca obyek sediaan dibilas dengan air mengalir.

6. Larutan methanoi-HCI 1% dituangkan ke atas kaca obyek selama 10 — 15
detik untuk menghilangkan pewarna utama.

7. Kaca obyek sediaan dibilas dengan air mengalir.

8. Larutan counterstain malakit hijau 0,4% dituangkan ke atas kaca obyek
selama 30 detik untuk mewarnai kembali.

9. Kaca obyek sediaan dibilas dengan air mengalir.

10. Kaca obyek sediaan dikeringkan.

Pemeriksaan Sediaan Hasil Pewarnaan MTA

Sediaan yang sudah dikeringkan, selanjutnya diperiksa di bawah
mikroskop cahaya/ bright-field (Olympus CH20, Japan) menggunakan
pembesaran 400x untuk keseluruhan lapang pandang. Keberadaan ookista
dikonfirmasi dengan pembesaran 1000x menggunakan minyak imersi. Ookista
akan tampak berwarna merah, berbentuk bulat dan berukuran 4 — 6 um dengan
latar belakang hijau (pale green). Tingkatan dan proporsi pewarnaan bervariasi
pada tiap-tiap ookista. Ada tidaknya sporozoit dalam ookista juga diperhatikan.
Hasil positif jika ditemukan satu atau lebih ookista Cryptosporidizan sp. pada
seluruh lapang pandang. Waktu pewarnaan dan pemeriksaan sediaan juga dicatat.

3.6.4.2. Pewarnaan Auramin Fenol (AF) *22

Tahapan awal adalah menyiapkan reagen pewamaan AF sesuai dengan
komposisinya (Lampiran 1).

Metode: slide sediaan kontrol positif selalu disertakan setiap melakukan

prosedur ini.

1. Tinja dioleskan ke atas kaca obyek dengan mikropipet sebanyak 5 pl.
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2. Hasil apusan tinja pada kaca obyek dikeringkan pada suhu kamar (60
menit),*’

3. Sampel pada kaca obyek difiksasi dengan methanol selama 3 menit.

4. Larutan pewarna auramin fenol dituangkan ke atas kaca obyek dan
dibiarkan selama 10 menit.

5. Kaca obyek sediaan dibilas dengan air mengalir untuk menghilangkan zat
pewama {excess stain).

6. Larutan 3% methanol-HCl dituangkan ke atas kaca obyek selama 5 menit
untuk menghilangkan pewarna utama.

7. Larutan counterstain potassium permanganat (KMnO4) 0,1% dituangkan
ke atas kaca obyek selama 30 detik untuk mewarnai kembali.

8. Kaca obyek sediaan dikeringkan.

Pemeriksaan Sediaan Hasil Pewarnaan AF

Ockista Cryprosporidium sp. dideteksi menggunakan mikroskop
fluoresensi (Olympus BX-51, Japan) yang dilengkapi filter FITC (Fluorescein
isothiocyanate) dengan eksitasi 490 nm dan emisi 510 nm. Sediaan diperiksa pada
seluruh lapang pandang dengan pembesaran 200x dan dikonfirmasi keberadaan
ookisia dengan pembesaran 400x. Lalu ookista diukur dan dilihat bentuk
fluoresensinya (fluorescense bodies). Ookista Cryptosporidium sp. tampak
berbentuk cincin (ringshaped) atau seperti donat berukuran 4-6 pm dan
menunjukkan karakteristik fluoresensi (berwama hijau hingga kuning) yang
terang dengan latar belakang gelap. Hasil positif jika ditemukan satu atau Iebih
ookista Cryptosporidium sp. pada seluruh lapang pandang. Waktu pewarnaan dan
pemeriksaan sediaan juga dicatat.

3.7. Penilaian Hasil Kerja

Metode pewamaan MTA dan AF dilakukan pada 130 sampel. Dilakukan
pencatatan waktu yang diperlukan untuk pewarnaan satu sediaan dan waktu yang
diperlukan untuk memeriksa satu sediaan. Kemudian dilakukan perbandingan
teknik yang terbaik berdasarkan kualitas pulasan, waktu pewamaan dan waktu
pemeriksaan dari 130 sampel. Sampel dinilai hasilnya dengan penilaian kualitatif
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atau nominal dikotom (positif dan negatif). Jika ookista dihitung secara semi
kuantitatif, dapat dibuat skala sebagai berikut:*®

+ <5 ookista per slide

++ . 1-10 ookista per lapang pandang

+++ 11 atau lebih ookista per lapang pandang

Hasil pemeriksaan dikonfirmasi oleh pemeriksa lain (S.W.
Dwintasari,S.Si, dari laboratorium Parasitologi; Prof. Huw V. Smith dan Prof.
Anthony M. Grimason dari SPDL Glasgow, Scotland) yang berkompeten di

bidangnya sebagai pembanding, baik pewamaan MTA dan AF untuk validitas
hasil.

3.8. Definisi Operasional

1. Sampel tinja anak batita merupakan hasil survei peneliti sebelumaya dan
menjadi koleksi Iaboratorium Departemen Parasitologi FKUTL

2. Tinja tanpa konsentrasi adalah tinja yang disimpan dalam kalium bikromat
2,5% dan diproses untuk pewarmaan tanpa melalui prosedur konsentrasi
{air-cter).

3.  Tinja konsentrasi adalah tinja yang disimpan dalam kalium bikromat 2,5%
dan diproses untuk pewarnaan setelah melalui tahap konsentrasi.

4.  Waktu pewarnaan adalah waktu yang diperlukan untuk proses pewarnaan
mulai dari fiksasi sampai selesai tahap akhir proses pewamnaan dan siap
untuk dikeringkan.

5.  Waktu pemeriksaan adalah waktu yang diperlukan untuk membaca satu
sediaan pada seluruh lapang pandang.

6.  Kualitas pulasan dinilai dari:
- latar belakang pewarnaan
- kontras antara ockista Cryptosporidium sp. dengan sekitarnya
7. Hasil pesitif dinyatakan apabila ditemukan minimal satu ookista

Cryptosporidium sp. dalam sediaan pewarnaan MTA dan AF, sebaliknya
hasil negatif jika tidak diternukan ookista.
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8.  Baku emas (go/d standard) merupakan standar untuk pembuktian ada atau
tidaknya ookista Cryprosporidium sp. pada spesimen, dan merupakan
metode deteksi terbaik yang ada (meskipun buvkan yang termurah atau
termudah). *°

9.  Hasil deteksi adalah hasil yang diperoleh dari uji yang diteliti dengan hasil
pada pemeriksaan menggunakan baku emas. *

10.  Sensitivitas adalah proporsi sampel dengan hasil uji deteksi positif (positif
benar) dibanding seluruh sampel positif (positif benar + negatif palsu). %

11.  Spesifisitas adalah proporsi sampel dengan hasil uji deteksi negatif (negatif
benar) dibandingkan dengan seluruh sampel yang negatif (negatif benar +
positif palsu).56

3.9. Analisis data

Hasil uji/ pemeriksaan dalam bentvk penilaian kualitatif. Penilaian waktu
pewarnaan, waktu pemeriksaan dan kualitas pewarnaan dari metode pewarnaan
MTA dan AF dibandingkan. Analisis komparatif secara statistik non-intervensi
untuk mengukur kemaknaan perbedaan data proporsi dua metode pemeriksaan
(MTA dan AF) sampel tinja dengan dan tanpa konsentrasi, menggunakan uji Mc
Nemar (tabel 2x2) dengan nilai p < 0,05 sebagai batas kemaknaan. Disertakan
juga nilai koefisien kapppa (K) untuk menilai hasil:

<0,2 : slight agreement
02-04 . fair agreement
04-0,6 . moderate agreement
0,6-08 . substantial agreement
>0,8 . excellent agreement

Dihitung sensitivitas, spesifisitas, nilai prediksi positif dan negatif dan
total jumlah sampel yang diperiksa menggunakan rumus uji diagnostik (Lampiran
2}. Dalam penelitian ini, hasil yang didapatkan dari dua metode pewarnaan (MTA
dan AF) dibandingkan dengan baku emas yaitu deteksi Cryptosporidium sp.
dengan metode PCR yang dilakukan oleh peneliti lain, Dwintasari SW (2008).
Data dianalisis menggunakan program SPSS 12 for windows.
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3.10 Alur Penelitian
Sampeltinjaanakbatta | - ~—-——— == — = — 7
(dalam K Cr07) % |
I
Tinja tanpa Tinja konsentrasi .
konsentrasi Elkstraksi
DNA
Il Il .
Pulasan Pulasan |
i
|
MTA AF MTA }
|
|
Hasil ) — I
AF T V| _ N -
1
: PCR
Hasil — A~ — T - —— ]
MTA «
—
Hasil dibandingkan |€+———
Keterangan:

: Tahapan yang dilakukan peneliti

----- : Tidak dilakukan penelitif data sekunder dari peneliti fain
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

4.1. Hasil Pewarnaan dengan Metode Modifikasi Tahan Asam (MTA) dan
Auramin Fenol (AF)

Deteksi ookista Cryprosporidium sp. dilakukan terhadap 130 sampel yang
diseleksi secara random dari 486 sampel tinja anak berusia di bawah tiga tahun
(batita). Pemeriksaan secara mikroskopis dengan dua metode pewarnaan pada
sampe! tinja dengan dan tanpa konsentrasi, memberikan hasil sebagai berikut:

4.1.1 Hasil Pulasan pada Metode Pewarnaan MTA
Hasil pada sediaan tinja tanpa konsenirasi {(a) dan tinja konsentrasi (b):
a. Tinja tanpa konsentrasi:

- Latar belakang sfide berwarna hijau muda-tua, tampak tebal,
lebih gelap, terlihat banyak jamur/ sel ragi, bakteri dan
debris/kotoran yang dapat menyulitkan pemeriksaan.

- Kontras antara ookista Cryptosporidium sp. dengan sekitarnya
jelas. Qokista tampak bulat dan berwarna merah muda/pink
(Gambar 4.1).

Gambar 4.1 Ookista Crypfosporidium sp. dengan Pewarnaan MTA
pada Tinja Tanpa Konsentrasi (pembesaran 1000 x)
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b. Tinja konsentrasi:

- Latar belakang slide berwarna hijau muda, lebih tipis, tampak
lebih terang; sedikit spora jamur/ sel ragi, bakteri dan debris/
kotoran

- Kontras antara ookista Crypfosporidium sp. dengan sekitarnya
jelas. Ookista tampak bulat dan berwarna merah muda/pink, isi
di dalamnya (sporozoit) terlihat jelas (Gambar 4.2).

Gambar 4.2 Qokista Cryptosporidium sp. dengan Pewarnaan MTA
pada Tinja Konsentrasi (pembesaran 1000 x)

4.1.2 Hasil Pulasan pada Metode Pewarnaan AF
Hasil pada sediaan tinja tanpa konsentrasi (a) dan konsentrasi (b):

a. Tinja tanpa konsentrast:

- Latar belakang sfide gelap; tidak homogen. Lebih tebal, banyak
spora jamur dan debris/kotoran yang membias cahaya fluoresens
sehingga menyulitkan pemeriksaan,

- Kontras antara ookista Crypfosporidium sp. dengan sekitarnya
jelas. Ookista berbentuk bulat seperti donat/cincin, berwarna
kuning-kehijavnan dan tampak berpendar terang (Gambar 4.3).
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Gambar 4.3 Ookista Cryptosporidium sp. dengan Pewarnaan AF
pada Tinja Tanpa Konsentrasi (pembesaran 400 x)

b. Tinja konsentrasi:

- Latar belakang slide tampak gelap dan homogen. Lebih tipis,
sedikit spora jamur dan debris’kotoran sechingga memudahkan
pemeriksaan.

- Kontras antara ockista Cryptosporidium sp. dengan sekitar: jelas,
ookista dapat dibedakan dengan sckitarnya. Ookista berbentuk
bulat seperti donat/cincin, tampak lebih berpendar terang dan
berwarna kuning-kehijaunan (Gambar 4.4).

Gambar 4.4 Ookista Cryptosporidium sp. dengan Pewarnaan AF
pada Tinja Konsentrasi (pembesaran 400x)
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4,1.3. Waktu Pewarnaan dan Pemeriksaan Sediaan

Tabel 4.1 Lama Waktu Pewarnaan dan Pemeriksaan yang dibutuhkan Tiap
Sediaan Tinja untuk Metode MTA dan AF

Waktu Waktu Pemeriksaan
Metode Pewarnaan per slide Jumlah
Pewarnaan per slide {menit) sediaan
{menif) Tanpa Konsentrasi Konsentrasi
MTA 25 + 20 + 12 130
AF 20 + 12 + 10 130

Berdasarkan hasil ini, rata-rata waktu yang dibutuhkan untuk proses
pewarnaan kedua metode hampir sama, namun dari segt waktu pemeriksaannya
lebih singkat pada tinja konsentrasi daripada tanpa konsentrasi dengan metode AF
dibandingkan MTA. Rata-rata waktu yang diperiukan untuk membaca sediaan
positif, untuk metode pewarnaan: MTA tanpa konsentrasi menit ke 10, MTA
dengan konsentrasi menit ke 7, AF tanpa konsentrasi menit ke 8 dan AF dengan
konsentrasi menit ke 3. Metode AF mempunyai waktu pemeriksaan yang lebih
singkat secara bermakna (p=0,00) dibandingkan MTA (Lampiran 3). Pemeriksaan
tetap dilakukan untuk selureh lapang pandang meskipun hasil deteksi
menunjukkan positif ookista Crypfosporidium sp. Hal ini bertyjuan untuk
menghiting jumlah ookista. Waktu yang diperJukan untuk memeriksa setiap
sediaan tergantung dari jumlah ookista Cryptosporidium sp. Semakin banyak
jumlah ookista Cryptosporidium sp. pada sediaan, maka waktu pemeriksaan akan
lebih singkat.

Tabel 4.2 Jomlah Ookista Cryptesporidium pada pemeriksaan dengan

Metode Pewarnaan MTA dan AF
Jumlah Jurnlgh spesimen positif atau negatif dari:
Ookista MTA AF
TK K TK K
0 123 117 117 105
+ 7 13 13 21
++ G D b 3
+H c 0 0 i

Keterangan: TK: tanpa konsentrasi; K: konsentrasi
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Pada pewarnaan MTA, rata-rata ditemukan ookista kurang dari 5 (positif
satu) tiap sediaan pada hasil positif. Pada metode pewarnaan AF dengan tinja
konsentrasi, memberikan hasit bervariasi dari negatif (0) sampai 11 atau lebih
ookista per lapang pandang {positif tiga).

4.2 Perbandingan Hasil Pemeriksaan Sampel Tinja dengan dar Tanpa
Konsentrasi dengan Metode MTA dan AF untuk Deteksi Ookista
Cryptosporidium sp.

Tabel 4.3. Perbandingan Hasil Pemeriksaan Sampel Tinja deagan dan Tanpa
Konsentrasi pada Metode MTA

MTA KONSENTRASI
Positif Negatif Total
MTA TANPA »
KONSENTRAST  Positif 6 1 7 (5.4%)
Negatif 7 116 123 (94,6%)
Total 13 (10%) 117 (90%) 130 (100%)

Berdasarkan tabel 4.3 didapatkan bahwa pada sampel] tinja tanpa
konsentrasi dapat dideteksi 7 jumlah sampel positif Cryptosporidium sp.,
sedangkan pada sampel tinja konsentrasi terdapat 13 sampel. Pada uji statitistik
dengan Mc Nemar test menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna
(p= 0,070} dengan nilai Kappa=0,570 (Lampiran 4), antara hasil pemeriksaan
sampel tinja dengan dan tanpa konsentrasi pada metode MTA.

Tabel 4.4. Perbandingan Hasil Pemeriksaan Sampel Tinja dengan dan Tanpa

Konsentrasi pada Metode AF
AF KONSENTRASI
Positif Negatif Total
AF TANPA ”
KONSENTRASI  Positif 12 1 13 (10%)
Negatif 13 104 117 (90%)
Total 25(19.2%)  105(80,8%)  130(100%)

Berdasarkan tabel 4.4 didapatkan bahwa pada sampel tinja tanpa
konsentrasi dapat dideteksi 13 jumlah sampel positif Cryptosporidium sp.,
sedangkan pada sampel tinja konsentrasi terdapat 25 sampel. Pada uji statitistik
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dengan Me Nemar test menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna (p=
0,002) dengan nilai Kappa=0,576 (Lampiran 5), antara hasil pemeriksaan sampel
tinja dengan dan tanpa konsentrasi pada metode AF.

Berdasarkan perbandingan antara tinja dengan dan tanpa konsentrasi, dapat
disimputkan bahwa hasil deteksi ookista Cryptosporidium sp. lebih banyak
ditemukan pada tinja konsentrasi. Jadi, untuk perbandingan dengan gold standard
hanya dilakukan pada sediaan tinja yang dikonsentrasi untuk mengetahui nila:
sensitivitas dan spesifisitasnya.

4.3 Perbandingan Deteksi Ookista Cryptosporidium sp. pada Tinja
Konsentrasi Antara Metode Pewarnaan MTA dan AF dengan PCR

Tabel 4.5. Perbandingan Deteksi Ookista Cryptosporidium sp. pada Tinja
Konsentrasi dengan Metode MTA dan PCR

PCR*
R 1 Positif Nepatif Total
KONSENTRASI Positif 13 0 13 (10%)
Nepatif 29 88 117 (50%)
Total 42 (32.3%) 88(67,7%) 130 (100%)

Ket: * : sumber data dari penelitian 8 W Dwintasani (2008)™

Berdasarkan tabel 4.5 didapatkan bahwa pada sampel tinja konsentrasi
dengan metode MTA dapat dideteksi 13 jumlah sampel positif Cryptosporidium
sp., sedangkan pada sampel tinja hasil PCR* terdapat 42 sampel. Pada uji
statitistik dengan Mc Nemar test menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
bermakna (p= 0,000) dengan nilai Kappa=0,378 (Lampiran 6), antara hasil
pemeriksaan sampel tinja konsentrasi pada metode MTA dengan tinja hasit PCR*
{gold standard).

Dari data di atas juga dapat dinilai sensitivitas dan spesifisitas metode

MTA konsentrasi terhadap PCR*:
Sensitivitas : 30,9%
Spesifisitas : 100 %

Nilai Prediksi Positif (NPP) : 100 %
Nilai Prediksi Negatif (NPN) : 75,2 %
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Tabel 4.6. Perbandingan Deteksi Qokista Cryptosporidium sp. pada Tinja
Konsentrasi dengan Metode AF dan PCR

PCR*
AF Positif Negatif Total
KONSENTRASI Positif 23 2 25 (19,2%)
Negatif 19 86 105 (80,8%)
Total 42(323%)  88(67,7%)  130(100%)

Ket: * : sumber data dari penelitian 8 W Dwintasari (2008)"

Berdasarkan tabe] 4.6 didapatkan bahwa pada sampel tinja konsentrast
dengan metode AF dapat dideteksi 25 jumlah sampel positif Cryptosporidium sp.,
sedangkan pada sampel tinja hasil PCR* terdapat 42 sampel. Pada uji statitistik
dengan Mc Nemar test menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna (p=
0,000) dengan nilai Kappa=0,587 (Lampiran 7), antara hasil pemeriksaan sampel
tinja konsentrasi pada metode AF dengan tinja hasit PCR* (gold standard).

Dari data di atas juga dapat dinilai sensitivitas dan spesifisitas metode AF

konsentrasi terhadap PCR*:
Sensitivitas 1 548%
Spesifisitas 1 97,7 %

Nilai Prediksi Positif (NPP) : 92,0 %
Nilai Prediksi Negatif (NPN) : 81,9 %
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BABS
PEMBAHASAN

Pada peneclitian ini dilakukan pemeriksaan sampel tinja dari anak usia
batita sebanyak 130 sampel dengan metode pewarnaan MTA dan AF.

Berdasarkan hasil pemeriksaan dengan metode pewarnaan MTA diperoleh
sediaan yang mempunyai kontras jelas antara ookista Cryptosporidium sp. dengan
sekitarnya. Ookista Crypfosporidium sp. berwarna merah muda sampai merah
dengan latar belakang berwarna hijau, sehingga ookista Cryptosporidium sp. dapat
dibedakan dengan elemen tinja yang lain seperti sel ragi, bakteri dan debris. Hasil
pewarnaan ini sama dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Casemore ef ol
dan Brook es al.* Sel ragi juga dapat terwarnai merah muda sampai merah,
meskipun lebih banyak terwama biru kehijauan. Ukuran sel ragi lebih besar
danipada ookista Cryptosporidium sp. dan kadang-kadang terlihat bertunas.
Bakteri akan terwarnai hijau yang jelas berbeda dengan ookista Cryptosporidium
sp. Sisa-sisa sel atau debris kadang juga berwarna merah muda sampai merah
yang sering meragukan dengan ookista Cryptosporidium sp. Tetapi debris ataw
sisa-sisa sel ini dapat disingkirkan dari diagnosis karena berbentuk tidak teratur.
Ookista Crypiosporidium sp. tampak berbentuk bulat dengan ukuran 4 — 6 pm,
bila ookista matang akan terlihat empat sporozoit yang berbentuk seperti pisang di
dalamnya.

Pemeriksaan dengan metode pewarnaan AF pada sediaan terlihat ookista
Cryptosporidium sp. bentuk bulat seperti donat/cincin berwarmna kuning kehijauan
dan berpendar terang sehingga mudah dideteksi pada latar belakang berwamna
gelap/ hitam. Hal ini sama seperti yang didapatkan pada penelitian Brook ef al.*?
dan Tee et al.*® Qokista Cryptosporidium sp. dapat dibedakan dari sel ragi yang
juga berwarna kuning kehijavan serta berukwran lebik besar dan tidak
berpendar/berfluoresensi. Pemeriksaan akan lebih sulit jika sel ragi, debns dan
sisa-sisa sel berjumlah banyak, sedangkan jumlah ookista sangat sedikit dalam
tinja. Kotoran yang sangat banyak pada tinja dapat menyebabkan latar belakang
terlalu berfluoresensi, sehingga menyulitkan pemerksaan. Menuwrut Weber ef
al.,” fluoresensi akan bermasalah pada latar belakang pewarnaan AF jika terdapat
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banyak debris. Jadi, hasil pewamaan Iebih batk pada sediaan tinja yang
dikonsentrasi.

Pada pewarnaan MTA, untuk sediaaan tinja dengan dan tanpa konsentrasi
diperlukan waktu yang sama untuk proses pewarnaan, yaitu kurang lebih 25
menit/sediaan. Sedangkan untuk pewarnaan AF, waktu yang diperlukan untuk
proses pewarnaan juga sama untuk tinja dengan dan tanpa konsentrasi, yaitu
kurang lebih 20 menit/sedizan. Lama pewarnaan dihitung mulai dari fiksasi
dengan metanol sampai selesai dibilas dengan air setelah pewarnaan negatif tiap
metode. Tapi jika dilakukan sckali pewarnaan pada 10 sediaan sckaligus, bisa

menghemat waktu. Seperti pada penelitian Casemore er al”

misalnya, yang
dalam sekali proses pewarnaan menyertakan 16 sediaan. Tapi waktunya jauh lebih
singkat (10 menit) karena ada modifikasi wakfu pewamaan. Penggunaan metode
MTA tanpa tahap pemanasan selain untuk mempersingkat waktu juga dapat
meningkatkan hasil deteksi, seperti penelitian yang dilakukan oleh Martinez et
al*® Modifikasi pada masalah waktu, juga seperti pada tahap pewamnaan dengan
carbolfuchsin selama 30 menit™* menjadi 10 menit*”’ saja. Hal ini juga dilakukan
pada penelitian Martinez ef al.” Metode MTA inj pelaksanaan dan pembuatannya
mudah dengan biaya alat dan bahan yang murah.

Selain mudah didapatkan ookista Cryptosporidium sp., faktor kemudahan
dalam pemeriksaan sediaan juga dapat diperhitungkan. Yaitu waktu yang
dibutuhkan untuk melakukan diagnosis lebih cepat, karena latar belakang sediaan
tinja yang dikonsentrasi lebih tipis dan terang, sedikit spora jamur, bakteri dan
debris daripada sampel tinja yang tidak dikonsentrasi. Pada metode MTA rata-rata
waktu yang dibutuhkan adalah 20 menit tiap sediaan (pada tinja tanpa konsentrasi)
dan 12 menit (pada tinja konsentrasi) untuk satu sediaan dengan hasil negatif.
Sedangkan untik hasil diagnosis positif dibutuhkan waktu rata-rata 10 menit tiap
sediaan tanpa konsentrasi dan 7 menit untuk sediaan tinja yang dikonsentrask.
Pada penelitian Weber et al.,”’ pemeriksaan hasil MTA untuk tinja tanpa
konsentrasi dilakukan selama 10 menit, lalu dihitung jumlah ookista yang
terdeteksi. Hasil negatif diperiksa keseluruhan lapang pandang. Pada tinja yang
dikonsentrasi, waktu pemeriksaan rata-rata kurang dari 10 menit tiap sediaan.
Pada penelitian Morgan ef al®, pemeriksaan sedizan membutuhkan waktu
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skrining rata-rata 10 menit sebelum ookista Cryptosporidium sp. terdeteksi positif.
Sediaan MTA yang negatif dapat diperiksa sampai 60 menit, meskipun waktu
normalnya antara 15 — 20 menit %

Sedangkan unfuk metode AF, dibutuhkan waktu pemeriksaan sekitar 12
menit tiap sediaan (pada tinja tanpa konsentrasi) dan 10 menit (pada tinja
konsentrasi) untuk satu sediaan dengan hasil negatif. Sedangkan untuk hasil
positif tiap sediaan dibutuhkan rata-rata 8 menit (pada tinja tanpa konsentrasi) dan
3 menit (pada tinja konsentrasi). Berdasarkan hasil penelitian Rusnak et al.,”’
untuk pemeriksaan sediaan MTA yang negatif membutuhkan waktu 14 menit dan
yang positif selama 5 menit. Untuk pemeriksaan sediaan AF yang negatif
membutuhkan waktu 17 menit dan yang positif hanya kurang dari 1 menit. Ada
juga yang hanya membutubkan waktu 30 detik.*® Jadi, dapat disimpulkan bahwa
pemeriksaan sediaan pada hasi] pewarnaan AF membutuhkan waktu lebih singkat
dibandingkan MTA untuk deteksi ookista Cryptosporidium sp., terutama dengan
hasil deteksi positif.

Pada penelitian ini, pada tiap metode dilakukan pemeriksaan sediaan di
selurnh lapang pandang, mengingat keciinya kemungkinan ookista yang akan
didapatkan pada tinja anak batita atau individu imunokompeten dan tanpa gejala.
Berbeda jika menggunakan sampel dari individun yang imunckompromis,
kemungkinan mendapatkan ookista lebih besar karena rentan terinfeksi. Peneliti
sebelumnya'’ sudah melakukan pemeriksaan tinja dengan pewarnaan tahan asam
tanpa konsentrasi. Diharapkan dengan teknik konsentrasi, penelitian ini akan
memberikan hasil lebih baik/akurat. Sehingga jika sudah diterapkan pada sampel
tinja anak batita dan hasilnya lebih baik atau banyak sampel terdeteksi positif,
maka penerapannya pada tingkat kasus lebih tinggi (pada individa
imunokompromis) juga akan lebih signifikan hasilnya.

Deteksi ookista Cryptosporidium sp. dengan duva metode pewamnaan
didapatkan hasil lebih banyak positif pada metode AF daripada MTA. Hal ini juga
terkait dengan kualitas apusan sediaan yang baik dan alat (mikroskop) yang
digunakan untuk memeriksa. Pewarnaan AF adalah salah satu teknik altematif
karena pewamna fluoresensi ini febih mudah proses pemeriksaannya. Sehingga
sangat tepat digunakan untuk skrining cepat pada jumlah sampel yang besar,
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meski untuk melihat morfologi spesies kurang spesifik dan terkadang memberikan
hasil positif palsu. Namun, kelemahan ini dapat diantisipasi dengan melakukan
studi pendahuluan, mempelajari kontrol positif Cryptosporidium sp. yang dilabel
FIT-C dan diwamnai dengan AF.

Berdasatkan peneltian yang dilakukan untuk deteksi ookista
Cyptosporidium sp. pada sediaan tinja dengan dan tanpa konsentrasi pada anak
batita, diketabui hasilnya lebih banyak positif pada prosedur tinja yang melalu
proses konsentrasi pada kedua metode pewamaan. Menurut Weber et al. 2 ookista
Cyptosporidium sp. lebih mudah terdeteksi pada sampel tinja yang dikonsentrasi.
Jadi, penggunaan teknik konsentrasi memberikan manfaat hasil yang lebih baik.

Teknik konsentrasi yang dilakukan dalam penelitian ini adalah cara
sedimentasi, yaitu dengan air-eter. Pemilihan teknik ini didasarkan pada
kebutuhan penelitian yang tidak hanya untuk pemeriksaan tinja secara
mikroskopis, namun selanjumya untuk uji tingkat molekuler dengan PCR.
Penclitian Bukhari dan Smith (1995)° menunjukkan bahwa deteksi ookista
Cyptosporidium sp. pada sampel tinja lebih baik menggunakan konsentrasi air-
eter dengan rata-rata ookista yang didapatkan sebanyak 46 — 75%, dibandingkan
teknik flotasi densitas sukrosa (24 — 63%) dan flotasi zink sulfat (22 — 41%).
Sehingpa selain lebih ekonomis dan bermanfaat untuk defeksi di tingkat
molekuler, akan mudah didapatkan ookista dalam jumilah banyak.

Hasil tidak berbeda bermakna terdapat pada perbandingan metode MTA
dengan dan tanpa konsentrasi (p=0,070), yang berarti proporsi hasil deteksi positif
keduanya hampir sama. Hal ini ferkait dengan sulitnya mendeteksi ookista dalam
jumiah sedikit pada tinja, dan dengan MTA meskipun sudah dikonsentrasikan
ternyata hanya sedikit yang benar-benar positif. Berbeda dengan teknik AF yang
berbeda bermakna antara hasil deteksi pada tinja dengan dan tanpa konsentrasi
(p=0,002).

Berdasarkan penelitian Tee et al.,”® didapatkan hasil adanya peningkatan
jumlab ookista Cyptosporidium sp. yang dideteksi secara signifikan pada tinja
konsentrasi dibandingkan dengan tinja tanpa konsentrasi ketika diwarnai dengan
metode fluoresensi seperti pewamnaan AF. Penggunaan metode pewarnaan MTA
saja, masih sulit untuk deteksi ookista karena terkadang luput dari pemeriksaan
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terutama untuk infeksi ringan. Dapat juga dikarenakan metode MTA hanya
mewarnai sedikit ookista yang ada dibandingkan metode AF.

Dari penelitian ini dihitung nilai sensitivitas, spesifisitas, nilat prediksi
positif (NPP) dan nilai prediksi negatif (NPN) untuk kedua metode pewarnaan
pada tinja yang telah konsentrasi terhadap gold standard. Pada sediaan tinja MTA
dan AF yang dikonsentrasi, didapatkan sensitivitas: 30,9% dan 54,8%; spesifisitas
100% dan 97,7% terhadap PCR dengan NPP: 100% dan 92%; NPN: 75,2% dan
81,9%. Berdasarkan data tersebut, maka metode MTA dan AF mempunyal
sensitivitas yang rendah dan spesifisitas yang tinggi terhadap PCR. Nilai
sensitivitas dan spesifisitas dapat saling mempengaruhi satu sama lainnya, dimana
makin tinggi spesifisitas makin rendah sensitivitasnya demikian juga sebaliknya.
Seperti pada penelitian Vastert et al. yang mendapatkan hasil pemenksaan AF
dibandingkan PCR, dimana sensitivitasnya 37% dan spesifisitasnya >98%., dengan
NPP 100%. Jadi, dapat disimpulkan bahwa teknik mikroskopis adalah metode
yang sangat spesifik tetapi kurang sensitif untuk deteksi ookista Cryptosporidium
sp. pada tinja. Pada penelitian Tee e al.* sensitivitas MTA 29,7% dan AF
61,5%. Berbeda dengan penelitian Arrowood et al.”’ dimana sensitivitas MTA
dan AF adalah 40,6% dan 93,8%, sedangkan spesifisitas keduanya adalah 52,0%
dan 85,7%. Perbedaan ini karena variasi pada sampel, konsistensi tinja,” alat yang
digunakan dan kemampuan pemeriksa pada tiap penelitian. Faktor visual dan
psikologis pemeriksa sangat berpengaruh dalam penegakan diagnosis. Tingginya
NPP dan NPN pada kedua metode pewarnaan menunjukkan adanya validitas yang
cukup untuk memprediksi ada atau tidaknya penyakit pada sampel yang diteliti.

Berdasarkan hasil deteksi positif ookista, metode AF lebih baik
dibandingkan MTA. Namun dengan hasil pemeriksaan AF yang dianggap lebih
baik, terdapat perbedaan hasil positif dengan gold standard yang cukup besar.
Hal in: bisa terjadi, karena teknik mikroskopis tidak dapat mendeteksi stadium
selain ookista dari siklus hidup Cryptosporidium sp. Kelebihan PCR yaitu dapat
mendeteksi berbagai stadium dalam siklus hidup Cryptosporidium sp. dan
DNAnya,* sehingga lebih sensitif Selain dad perbedaan jumlah konsentrat
sampel tinja yang digunakan, untuk teknik mikroskopis sebanyak 5 pl dan PCR
100 ul (1:20). Spesifisitas AF sebenarnya bisa mencapai 100%, karena setelah
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dikonfirmasi adanya 2 sampel yang positif AF tetapi negatif PCR* (positif palsu),
ternyata hasilaya positif benar meskipun secara mikroskopis. Hal ini dapat tejadi,
karena pada PCR tidak terdeteksi ookista yang kemungkinan sudah ruptur dan
tidak mengandung DNA Cryptosporidium sp. akibat pengarub dari penyimpanan
sampel tinja di larutan kalium bikromat 2,5% yang banyak zat penghambat untuk
PCR.™ Jika hasil negatif palsu, umumnya karena faktor pembuatan sediaan,
karena terlalu sedikit bahan yang diapus pada kaca obyek, bisa juga terlalu tipis
atau justru terlalu tebal.

Dari total 130 sampel yang diperiksa, persentase hasil ookista
Cryptosporidium sp. yang didapatkan untuk pewarnaan MTA tanpa konsentrasi
5,4%, MTA dengan konsentrasi 10%, AF tanpa konsentrasi 10% dan AF dengan
konsentrasi 19,2%. PCR* sebagai baku emas dalam penelitian ini memiliki hasil
sebanyak 32,3%.°7 Setiap perbandingan kedua metode, selalu dicantumkan
koefisien kappa (X) yang memiliki rentang nilai 0 — 1. Berdasarkan penelitian
terdahulu'” dengan menggunakan metode MTA tanpa konsentrasi hanya
didapatkan prevalensi 2,1%. Dari keseluruhan teknik mikroskopis yang digunakan
pada penelitian ini, hasil deteksi ookista Cryptosporidium sp. terendah didapatkan
pada pewarnaan MTA tanpa konsenirasi yaitu sebesar 5,4%. Hal ini sesuai dengan
penelitian Morgan er al.’! yang mendapatkan prevalensi 5,6% (29 dari 511 sampel
tinja) dengan metode pewamaan MTA. Sedangkan hasil deteksi ookista
Cryptosporidium sp. tertinggi didapatkan pada metode pewarnaan AF dengan
tinja konsentrasi, yaitu 19,2% dengan nilai koefisien kappa 0,587 (moderate
agreement). Basil ini hampir sama seperti penelitian yang dilakukan oleh
Carvalho-Almeida et al*® yang memeriksa sampel tinja yang dikonsentrasi dan
menggunakan pewarnaan Auramin untuk skrining pada anak usia 0-6 fahun tanpa
gejala diare. Prevalensi yang didapatkan adalah 20,3% (13 dari 64 anak), 10 anak
berusia satu tahun, tiga anak berusia dua tahun dan tiga anak lainnya berusia tiga
tahun. Jadi, anak yang terinfeksi Cryptosporidium sp. kesemuanya adalah anak
usia tiga tahun ke bawah. Sama seperti penelitian ini, yang menggunakan sampel
tinja anak batita.

Pewarnaan AF dapat diterapkan pada laboratorium klinis sebagai prosedur
rutin yang dilakukan sebari-hari dan juga skrining karena lebih mudah, efektif
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dan juga membutuhkan waktu lebih singkat daripada pewarnaan MTA ** Namun
mahalnya mikroskop fluoresensi dapat membatasi pengembangan diagnosis ini,
karena tidak selalu tersedia di semua laboratorium. Pemeriksa juga harus terbiasa
dalam menggunakan mikroskop fluoresensi untuk mencegah hasil positif palsu
atau negatif palsu. Selain itu, menurut Garcia et al.”® terkadang morfologi
definitifnya sulit dilihat dan tidak selalu dapat dikonfirmasi sebagai ocokista
Cryptosporidium sp. pada sediaan pewarnaan permanen.

Pewarnaan MTA tidak terlalu sensitif seperti AF. Pewarnaan AF 13 kali
lebih sensitif daripada MTA pada tinja manusia. Indirect Fluorescent Antibody
(IFA) dan AF memiliki hasil yang sama dan sensitivitasnya tidak berbeda
bermakna,*® seperti uji imunofluoresens umumnya.®> AF lebih sensitif untuk
mendeteksi ookista pada sediaan tinja yang mengandung sangat sedikit ookista.*®
Pada pemeriksaan satu sediaan tinja dengan MTA yang dinyatakan negatif,
ternyata dengan AF ditemukan positif tujuh ookista Cryprosporidium sp.® Jumlah
ookista Cryptosporidium sp. yang sedikit akan lebih sulit dideteksi dengan
pewarnaan MTA daripada AF, tetapi untuk melihat morfologinya lebih baik
menggunakan pewarnaan MTA.** AF dapat digunakan sebagai alternatif dari
MTA untuk diagnosis infeksi Cryptosporidium sp.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

6.1.1 Kualitas pulasan lebih baik pada sediaan tinja yang dikonsentrasi baik
pada metode pewamaan MTA dan AF.

6.1.2 Waktu pemeriksaan sediaan unfuk deteksi ookista Cryprosporidium sp.
lebih singkat menggunakan metode pewarnaan AF daripada MTA.

6.1.3 Tidak terdapat perbedaan bermakna antara hasil deteksi ookista
Cryplosporidium sp. pada sediaan tinja dengan dan tanpa konsentrasi pada
metode pewarnaan MTA.

6.1.4 Terdapat perbedaan bermakna antara hasil deteksi ookista
Cryptosporidium sp. pada sediaan tinja dengan dan tanpa konsentrasi pada
metode pewarnaan AF.

6.1.5 Frekuensi hasil deteksi ookista Cryptosporidium sp. tertinggi dari sediaan
tinja konsentrasi dengan pewarnaan AF (19,2%) dan terendah dari sediaan
tinja tanpa konsentrasi dengan pewarnaan MTA (5,4%).

6.1.6 Metode pewamnaan AF lebih sensitif daripada MTA, namun sama
spesifiknya dalam deteksi ookista Cryprosporidium sp.

6.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan perbandingan metode mikroskopis
lainnya untuk mendapatkan hasil uji lebih baik. Jika memungkinkan, semua
spesimen tinja dari individu yang bergejala/simtomatik dapat diskzining untuk
deteksi ookista Cryprosporidium sp. Peningkatan metode untuk deteksi ookista
dapat membantu lebih memahami epidemiologi infeksi Cryprosporidium sp.
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Lampiran 1:

Komposisi dan Cara Pembuatan Larutan

Reagen Pewarnaan Modifikasi Tahan Asam (MTA) **®

1.

2.

Cold strong carbel fuchsin (Merck, cat. no. 1.09215): menggunakan
commercial suplies, dengan konsentrasi basic fuchsin 2,31%.

Alkohe! asam 1%:

-HCI I ml

- Methanol absolute 99 mi

Asam Hidroklorat (HCI) ditambahkan pada methanol dan dicampur
dengan baik, lalu dipindabkan ke dalam bofol stok reagen. Reagen diberni
label data tanggal dan inisial.

Malachite green 0,4%:
- Malachite green 04g
- Akuabides 100 ml

Malachite green ditambahkan ke dalam akuabides dan dicampur dengan
magnetic stirer, Jalu disaring ke dalam botol reagen stok. Selanjutnya
diberi label data tanggal dan inisial.

Reagen Pewarpaan Auramin Fenol (AF)>?#

1.

Phenol auramine:

- Auramine O 03¢

- Phenol crystal 30g

- Akuabtdes 100 ml

Fenol kristal ditambahkan ke dalam air, pelan-pelan juga ditambahkan
auramin dan disaring dengan kertas saring. Selanjuinya dimasukkan ke
datam botol stok, lalu diberi label data tanggal dan inisial.

. Alkohol asam 3%:

-HCI 3ml
- Methanol absolute 97 mi
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Asam hidroklorat (HCL) ditambahkan pada methanol dan dicampur
dengan baik. Selanjutnya dipindahkan ke dalam botol stok reagen, lalu
diberi label data tanggal dan inisial.

. Potassium permanganate 0,1 %:

- Potassium permanganate (PP) 0lg

- Akuabides 100 ml

Potassium permanganate ditambahkan ke dalam akuabides dan dicampur
dengan magnetic stirer. Kemudian disaring dengan kerias saring,
dimasukkan ke dalam botol stok, lalu diberi label, tanggal dan inisial.
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Lampiran 2:
Rumus Uji Diagnostik
BAKU EMAS
_ _ Jumlah
Positif Negatif
Ul Positif a (PB) b (PP) atb
Negatif c (NP) d (NB) c+d
Jumlah a+c b+d atbtctd
Keterangan:
Sensitivitas : afate
Spesifisitas :d/bid

Nilai Prediksi Positif (NPP) : a/a+b
Nilai Prediksi Negatif (NPN) : &/ c+d

PB . Positif Benar
PP : Positif Palsu

NP : Negatif Palsu
NB : Negatif Benar
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Lampiran 3.

Perbandingan Waktu Pemeriksaan Sedisan Negatif dan Positif pada Metode
Pewarnaan MTA dan AF

Analisis perbedaan rerata durasi pemeriksaan sediaan positif dan negatif antara
MTA dan AF (non-parametrik test dengan uji Wilcoxon)
Hasil analisis menunjukkan bahwa durasi untuk mengamati sediaan negatif

maupun positif secara signifikan metoda AF mempunyai waktu pemeriksaan yang
lebih singkat.

Durasi pemeriksaan
s (menit) . -
Sediaan | Metoda | N Mean + SD Statistik test
| MTA | 117 13.02 + 121 Wilcoxen Signed
Negatif Rank Test,
AF 105 10,26 + 1,25 p=000
MTA | 25 7,84+ 1,14 Wilcoxon Signed
Positif Rank Test,
AF 13 292+ 1,08 =001
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Lampiran 4.
Perbandingan Hasit Cryptosporidium sp. pada Metode MTA dengan (K) dan
Tanpa (L) Konsentrasi
Case Protessing Summary
Cases
_Valid Missing Total
. N Percent N Percent N Percent
HASIL MTA (L) *
HASIL MTA (K) 130 100.0% 0 0% 130 100.0%
HASIL MTA {L)* HASIL MTA (K} Crosstabulation
HASIL MTA (K)
_ — Negatif | Positif | Total
HASIL MTA Negalif Count 116 7 123
L % within HASIL MTA (L) 94.3% 5.7% 100.0%
% within HASIL MTA (K) 99.1% 53.8% 84 6%
Sid. Residual 5 -1.5
Positif  Count 1 6 7
% within HASIL MTA (L} 14.3% 85.7% 100.0%
% within HASIL MTA (K) 9% 46.2% 5.4%
Std. Raesidual =21 6.3
Total Count 117 13 130
% within HASIL MTA (L) 90.0% 10.0% 100.0%
% within HASIL MTA (K) 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-Square Tests
Exact Sig.
Value {2-sided
McNemar Test 0702
N of Valid Cases 130
4. Binomial distribution used,
Symmetric Measures
Asymp.,
Value | Std. Erro® | Approx. 7° | Approx Sig. |
Measure of Agreement Kappa 570 135 6.865 000
N of Valid Cases 130

2. Not assuming the nult hypothesis.

b. Using the asymptotic standard eror assuming the null hypothesis.

Perbandingan deteksi..., Rudina Azimata Rosyidah, FK Ul, 2008
Universitas Indonesia



59

Lampiran 5.
Perbandingan Hasil Cryptosporidium sp. pada Metode AF dengan (K) dan
Tanpa (L) Konsentrasi
Case Processing Summary
{Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
HASIL AF (L)~
HASIL AF (K) 130 100.0% 0 0% 130 100.0%
HASIL AF (L} * HASIL AF (K) Crosstabulation
HASIL AF (K}
Negatif Positif Total
HASIL Meqatif Count 104 13 17
AF (L) % within HASIL AF (L) 88.9% 11.1% 100.0%
% within HASIL AF (K) 99.0% 52.0% 90.0%
Std. Residual 1.0 -2.0
Positif  Count 1 12 13
% within HASIL AF (L) T.7% 92.3% 100.0%
% within HASIL AF {K} 1.0% 48.0% 10.0%
Std. Residual 2.9 6.0
Total Count 105 25 130
9% within HASIL AF (L) 80.8% 19.2% 100.0%
% within HASIL AF (K) 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-Sguare Tests
Exact Sig.
Value {2-sided)
McNemar Test 0022
N of Valid Cases 130
4. Binomial distribution used.
Symmetric Measures
Asymp.
Value | Std. Erro? | Approx. | Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 576 .0s8 7.047 000
N of Valid Cases 130

2. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Lampiran 6.

Perbandingan Hasil Cryprosporidium sp. pada Metode MTA Konsentrasi
dengan PCR*

Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
HASIL MTA (K)
* HASIL PCR 130 100.0% 0 0% 130 100.0%
HASIL MTA (K) * HASIL PCR Crosstabulation
HASIL PCR
_ Negatif Positif Tota!

HASIL MTA Negatif Count 88 28 117
(K} % within HASI. MTA {(K) 75.2% 24.8% 100.0%

% within HASIL PCR 100.0% 69.0% 90.0%

Std. Residual 10 -1.4

Positif ~ Count 0 13 13

% within HASIL MTA (K) 0% 100.0% 100.0%

% within HASIL PCR 0% 31.0% 10.0%

Std. Residual 3.0 43
Total Count 88 42 130

% within HASIL MTA (K) 67.7% 32.3% 100.0%

% within HASIL PCR 100.0% 100.0% 100.0%

Chi-Square Tests
Exact Sig.
Value (2-sided)
McNemar Test 0008
N of Valid Cases 130
8. Binomial distribution used.
Symmetric Measures
Asymp.
Value | Std. Emo” | Approx. T | Approx. Sig.

Measure of Agreement Kappa 378 .080 5501 .000
N of Valid Cases 130

2. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assurning the null hypothesis.
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Lampiran 7.
Perbandingan Hasil Cryptosporidium sp. pada Metode AF Konsentrasi
dengan PCR*
Case Processing Summary
Cases
Valid Missin Total
N Percent N Percent N Percent
HASIL AF (K)
* HASIL PCR 130 | 100.0% 0 0% 130 | 100.0%
HASIL AF {K) * HAS!L PCR Crosstabulation
HASIL PCR
Negatif Positif Total
HASIL  Negalif Count 86 19 105
AF (K) % within HASIL AF (K) 81.9% 18.1% 100.0%
% within HASIL PCR 97.7% 45.2% 80.8%
Std, Residual 1.8 26
Positf  Count 2 23 25
% within HASIL AF (K) B8.0% 92.0% 100.0%
% within HASIL PCR 2.3% 54.8% 19.2%
Std. Residual -3.6 53
Total Count 88 42 130
% within HASIL AF (K) 67.7% 32.3% 100.0%
% within HASIL PCR 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-Square Tests
Exact Sig.
Value {2-sided)
McNemmar Test .000=
N of Valid Cases 130
2. Pinomial distribution used,
Symmetric Measures
Asymp.
Value | Std. Errof | Approx. T | Approx. Sig. |
Measure of Agreement Kappa 587 o77 7.101 .0ao
N of Valid Cases 130

2. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Abstrak

Cryptosporidium sp. adalah parasit protozoa usus intraseluler yang menginfeksi berbagai hewan vertebrata
termasuk mamusia dan menyebabkan penyakit knptosporidiosis, juga merupakan agen penyebab diare yang
bersifat oportunistik. Gejala yang berulang dan angka penularan yang tinggi akan memmmbkan kualitas hidup
penderita sehingga diperiukan diagnosis kriptosporidiosis yang cepat secara mikroskopis pada sediaan tinja
yang diwarnai. Tesis ini bertujuan membandingkan metode pewarnaan modifikasi tahan aszam (MTA) dan
auramin fenol (AF) untuk deteksi ookista Crypltosporidium sp. dari sampel tinja dengan dan tanpa
konsentrasi. Sensitivitas dan spesifisitas setiap metode dari tinja yang dikonsentrasi ditentukan dengan PCR*
sebagal baku emas. Penelitian ini adalah penelitian kualitatif dengan desain cross sectional menggunakan uji
diagnostik. Hasil ujt skeining dan tingkat agreement dihitung. Dari 130 sampel tinja yang diperiksa, 5,4%,
10%, 10%, 19,2% dan 32,3% positif Crprasporidium sp. dengan metode MTA tanpa konsentrasi, MTA
dikonsentrasi, AF tanpa konsentrasi, AF dikonsentrasi dan PCR*. Hasil positif ookista Crypfosporidium sp.
lebih banyak ditemukan pada sediaan tinja yang dikonsentrasi, Hasil tidak berbeda bermakna pada
perbandingan hasi! MTA dengan dan 1anpa konsentrasi (p=0,07), sedangkan hasi! berbeda bermakna pada
AF {p=0,00). Sensitivitas MTA dan AF tinja konsentrasi adalah 30,9% dan 54,8%; spesifisitas 100% dan
97,7% dibandingkan dengan PCR*. Meiode pewarnaan AF memiliki nilai sensitivitas lebih tinggi, tetapi
spesifisitasnya sama dengan MTA. Metode pewamaan AF dapat digunakan sebagai alternatif dari pewamaan
MTA untuk deteksi ookista Crypfosporidium sp. pada sampel tinja.

Abstract

Comparison Detection of Cryplosporidinm sp. Qocysis in Fecal Sample with The Modified Acid Fast
and Apramine Phenol Staining Method. Crypiosporidium sp. is intestinal protozoa parasite intracellular
which infect widely vertebrata include human and cause cryptosporidiosis disease, also opportunistic agent
for diarshea. Reinfection and high transmission can decrease quality of life patient, so it needs a quick
diagnostic with microscopy analysis to stain fecal smears. The objective of this study is 10 investigate the
comparison of the modified acid fast (MAF) and auramine phencl (APh) staining method in order to
detecting Crypfosporidium sp. oocysts from unconcentrated and concentrated fecal sample. The sensitivity
and specificity of each method from concentrated fecal sample was determined with PCR* as the gold
standard. The result of the screening test and the levels of agreement were quantified. This research is
qualitative interpretation with cross sectional design study which using diagnostic test. Of the 130 fecal
samples that has examined, 5,4%, 10%, 10%, 19,2% and 32,3% were positive Cryplosporidium sp. by the
MAF unconcentrated, MAF concentrated, APh unconcentrated, APh concentrated and PCR* method
respectively. The majority of positive Crypiosporidiim sp. samples were found in concentrated samples. The
resufts have no significant differences between MAF staining with unconcentrated and concentrated fecal
sampie (p=0,07), but there i3 a significant difference for APh staining (p=0,00). In comparison with PCR*
results, the sensitivities of MAF and APh concentrated methods were 30,9% and 54,8%; the specificities
were 100% and 97,7% respectively. The APh staining method apparently has more sensitivity than MAF
staining method, but has the same specificity. The APh staining method proved to be a valuable alternative to
MAF staining for detection of Crypfosporidium sp. oocysts in fecal sample.

Key words: Awramine phenol, Cryptosporidium sp., Diagnostic. Modified acid fast
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1. Pendahuluan

Crypiosporidinm sp. adalah parasit protozoa usus
intraseluler yang menginfeksi berbagai hewan
vertebrata temmasuk manusia dan menyebahkan
penyakit kriptosporidiosis . Protozoa usus ini
termasuk ordo Cocc:dla dan mempunyai distribusi
geografis yang luas %, Cryptosporidium sp. pertama
kali ditemukan oleh Tyzzer pada tahun 1907 di
kelenjar lambung tikus laboratorium *. Pada tahun
1976, 2 kasus kiiptosporidiosis pada manusia
pertama kali dilaporkan, salah satunya pada anak
perempuan berusia di bawah tiga tahun {batita) .

Transmisi parasit dapat tegadi secara langsung
melalui hewan dan manusia yang tennfaksn (fekal
oral), maupun dari makanan dan air . Penularan
melalui  air  yang terkontaminasi  dilaporkan
menimbulkan wabah terbesar di Milwavkee pada
tanm ]993 dan menginfeksi Iebih dani 400.000
orang **. Orang yang menderita knptospond1051s
umumnya terkait dengan lemahnya sistem imun
seperti penderita AIDS dan kanker °,

Beberapa peneliti tefah melaporkan kejadian
kriptosporidiosis pada penderiia AIDS dan HIV
positif. Pada tahun 2001 di Bangkok, Thailand
terdapat kasus kriptosporidiosis 5 dari 82 {6,1%)
anak HIV positif dan pada orang dewasa yang
terinfeksi HIV dengan diare kronis sebanyak 20 —
25% © Pada tahun 2004, dilaporkan kasus
kriptosporidiosis di Amerika Serikat sebanyak 3-
4% dan di Afnkafﬂam lebih dari 50% pada
penderita AIDS 7. Di Indonesia sendiri sampai
bulan Juni tahun 2008 telah dilaporkan peningkatan
kasus AIDS mencapal 12686 kasus dan 6130 kasus
HYV ° Studi prevalensi kriptosporidiosis pada
individu imunokompeten dari 26 negara, dilaporkan
sekitar 0,6 — 20% d1 negara maju dan 4 — 20% di
negara berkembang ®.

Cryptosporidium sp. juga dilaporkan lebil sering
menginfeksi anak-anak °. Prevalensi tertinggi
terjadi pada anak usia di bawah 5 tahun ?> Pada
tabmn 2000 di Delhi, India terdapat mfeks:
Cr)p!aspondmm sp. pada 24 dari 127 (18,9%) anak
yang diare ' Penelitian Perch dkk. (2001) di
Afrika Barat, prevalenss kriptosporidiosis terbanyak
ada pada anak batita dengan diare, yaitu sebesar
7,7%"? Pada tahun 2002 di Goias, Brazil ditemukan
prevalensi kriptosporidiosis 18,7% (83 dani 445
anak) . Pada tahun 2004 di Bangladesh terdapat
prevalens: kriptosporidiosis 8,4% pada anak usia
kurang dari 5 tahun (balita) 14" Pada tahun 2007 di
Malawi pada anak balitz dengan diare di RS,
ditemukan prevalensl kriptosporidiosis (5,9%) 50
dari 848 sampel * Di Indonesia, tepataya di
Surabaya pada tahun 1998,  prevalensi
kriptosporidiosis sebesar 2,8% Fada anak diare dan
1,4% pada anak tidak diare '*. Sedangkan pada

tshun 2006 di Jakarta, Soetomenggolo
melaporkan bahwa infeksi parasit ind
prevalensinya sebesar 2,1% pada anak banta
dengan gejala klinis diare dan tidak diare '7

Gejala klinis kriptosporidiosis sangat huas
mulai dari asimtomatik sampai diare
persisten. Diare akut yang sembuh sendin
pada individu imunokompeten sampai diare
kronik yang fatal pada penderita
imunokompromis '?. Sebanyak 13% anak
yang terinfeksi Cz}p{amdmm sp. akan
mengalami gejala yang berulang dalam 6
hari sampm 2.5 bulan setelah infeksi yang
perlama Gejala bemlang dan angka
penularan yang tinggd akan memwnunkan
kualitas hidup penderila sehingga diagnosis
dini kriptosporidiosis  diperlukan umtuk
penataiaksanagn kasus dan  mencegah
penularan lebih luas.

Kasus pertama kriptosporidiosis pada
manusia didiagnosis dengan biopsi usus dan
rektum . Pada tahun 1980, ookista
Cryptosporidium  sp. ditemukan pada
spesimen tinja manusia ", sehingga
diagnosis kriptosporidiosis dapat ditegakkan
secara non invasif dengan menemukan
ookista Cryprosporidium  sp. dengan
pemeriksaan mikroskopis pada sediaan tinja
yang diwarnai ™.

Berbagai  jenis pemeriksaan  teknik
konsentrasi tinja, dan deteks antigen
kriptosporidiosis juga telah dikembangkan
untuk meningkatkan sensitivitas
pemeriksaan  *'® Konsentrasi air-eter
merupakan teknik yang direkomendasikan
dalam  studi  epidemiologi  umiuk
mendapatkan ookista di tinja dalam jumlah
banyak *%

Metode dizgnostik untuk deteksi ookista di
tinja juga telah dilakukan dengan
menggunakan teknik aglutinasi partikel latex
yang dilapisi Ab anti-Coptosporidium,

" direct  immmmofluoresensi dan ELISA.

Meskipun metode-metode tersebut adalah
uji imunoserologi yang sensitif dan spesifik,
namun membutuhkan keahlian tekmk,
perlengkapan mahal dan pemeriksa yang
berpengalaman Begrm juga dengan teknik
PCR, yang saat ini memiliki tingkat
sensitivitas dan spesifisitas yang paling baik
(100%) 72,

Antara tahun 1978 dan 1980, pewamaan
Giemsa digunakan untuk mendeteksi ookista
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pada tinja hewan dan manusia ' , namun ternyata
kurang sensitif untuk deteksi ooklsla . Pada tahun
1981 teknik modifikasi tahan asam Ziehl-Neelsen
digunakan untuk mewamai ookista **. Metode
modifikast tahan asam (MTA) sudah umum
dignnakan di seluruh dunia, tenttama di negara-
negara berkembang karena sederhana dan biaya
yang relatif murah ****, Namun, sensitivitas teknik
ini rendah dan sangat bergantung pada ketrampilan
serta pengalaman tenaga mikroskogis dalam
mengidentifikasi Cryptosporidium sp. *, Sebagai
alternatif, dipakai teknik auramin fenol (AF)
dengan pembacaan hasil menggunakan mikroskop
fluoresensi *!, umtuk skrining cepat pada suatu
epidemi 2%

Sensitivitas pewameaan MTA dan AF adalah 40,6%
dan 93,8%, sedangkan spesifisitas keduanya adalah
520% dan 85,7% pada pemeriksaan sampel tinja
pasien tanpa gejala diare oleh Arrowood *2

Pada penelitian ini, dua metode pewarnzan MTA
dan AF pada sampel tioja anak batita dengan
konsentrasi  dibandingkan  sensitivitas  dan
spesifisitasnya dalam diagnosis kriptosporidiosis
dengan hasil PCR sebagai baku emas. Semakin
sensitif tes diagnesis yang digunakan, akan lebih
mudah untuk mengidentifikasi infeksi
r[tzgéospondmm sp. yang berintensitas rendah
Diagnosis yang tepat dan cepat akan sangat
membantu penatalaksanaan penderita.

2. Metode Penelitian

Bahan dan Cara Kerja. Penelitian dilakukan di
Laboratorium  Parasitologi dan Laboratorium
Patologi Anatomi FKUI. Sampel adalah tinja anak
batita dengan diare dan fanpa diare yang sudah
diberi kalium bikromat 2,5% di Laboratorium
Parasitologi FKUI yang dikumpulkan peneliti
sebelumnya dari bulan Jamari-April 2006 yaitu
sebanyak 486 sampel. Peneliti menggunakan 130
sampel untuk diperiksa, Sebagai kontrol adalah
tinja positif ookista Cryplosporidium sp. dari CDC
Atlanta USA dan dari pasien HIV/ AIDS yang
positif Crypfosporidium sp. Sampel tinja ada yang
dikonsentrasi dan tidak. Teknik konsentrasi tinja
yang digunakan adalah konsentrasi air-et 3
dengan tahapan sesuai prosedur yang ditetapkan.
Setelah itu, sampel dengan dan tanpa konsentrasi
dibuat sediaan di atas kaca obyek lalu diwarnai
dengan metode MTA dan AF.

Pewarnaan Modifikasi Taban Asam (MTA)
245 Tinja dioleskan ke atas kaca obyek dengan
mikropipet sebanyak 5 p], Ialu dikeringkan pada
subu kamar (60 menit) ', kemudian difiksasi
dengan methanol absolut selama 3 menit. Larutan

cold strong fukhsin karbol 2,31%
dituangkan ke atas kaca obyek dan dibiarkan
selama 10 menit. Kaca obyek sediaan dibilas
dengan air mengalir. Larutan methanol-HCI
1% dituangkan ke atas kaca obyek selama
10 - 15 detik untuk menghilangkan pewarna
utama. Kaca obyek sediaan dibilas dengan
air mengalir. Lanstan counferstain malakit
hijau 0,4% dituangkan ke atas kaca obyek
selama 30 detik untuk mewarnai kembali
Kaca cobyek sediaan dibilas dengan air
mengalir, lalu dikeringkan.

Gambaran hasil: Sediaan diperiksa di
bawah mikroskop cahaya/ bright-field
{Olympus CH20, Japan) pada pembesaran
400x untuk keselunzhan lapang pandang.
Keberadaan ookista dikonfirmasi dengan
pembesaran 1000x menggunakan minyak
imersi. Ookista tampak berwarna mergh,
berbentuk bulat dan bemukuran 4 - 6 um
dengan Jatar belakang hijau. Tingkatan dan
proporsi pewarnaan bervariasi pada Hap-tiap
ookista Ada tidaknya sporozoit dalam
ookista juga diperhatikan.

Pewarnaan Auramin Fenol (AF) %%,
Tinja dioleskan ke atas kaca obyek dengan
mikropipet sebanyak 5 pl, lalu dikesingkan
pada suhu kamar (60 menit)*!. Sampel pada
kaca obyek difiksasi dengan methanol
selama 3 menit. Larutan pewarna auramin
fenol dituangkan ke atas kaca obyek dan
dibiarkan selama 10 menit. Kaca obyek
sedisan dibilas dengan air mengalir untuk
menghilangkan zat pewarna (excess sain).
Larutan 3% methanol-HCl ditvangkan ke
atas kaca obyek selama 5 menit umtuk
menghilangkan pewarna witama Lanutan
countersiagin potassiumt  permanganat
{KMnO4) 0,1% dituangkan ke atas kaca
obyek selama 30 detik uniuk mewamai
kembali. Kaca obyek sedinan dikeringkan.
Gambaran hasil: Ookista Cryplosporidium
sp. dideteksi wmenggunakan mikroskop
fluoresensi (Olympus BX-5{, Japan) yang
dilengkapi  filter FITC (Fluorescein
isothiocyanate) dengan eksitasi 490 nm dan
emisi 510 nm. Sediaan diperiksa pada
seluruh {apang pandang dengan pembesaran
200x dan dikonfirmas? keberadaan ookista
dengan peinbesaran 400x. Diiihat bentuk
fluoresensinya, ookista Crypfosporidiwm sp.
tampak berbentuk cincin (ringshaped) atau
seperti donat bemkuran 4-6 pm dan
menunjukkan  karakteristik  fluoresensi
(berwarna hijau hingga kuning) yang terang
dengan latar belakang gelap,
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Penilgian Hasil Kerja. Teknik pewamaan MTA
dan AF dilakukan pada 130 sampel. Dilakukan
pencatatan waktu yang diperlukan untuk pewamaan
satu sediaan dan waktu yang diperlukan untuk
memeriksa satu sediaan. Sampel dinilai hasilnya
dengan penilaian kualitatif atau nominal dikotom
(positif dan negatif). Jika ookista dihitung secara
semikuantitatif, dapat dibuat skala numerik sebagai
berikut: >

+ . < 5 gokista per slide

++ : 1 - 10 ookista per lapang
pandang

+i+ 11 atau lebih ookista per
lapang pandang

Hasil pemeriksaan dikonfirmasi oleh pemeriksa lain
yang berkompeten di  bidangnya sebapai
pernbanding, baik pewarnaan MTA dan AF untuk
validitas hasil. Hasil positif dinyatakan apabila
ditemukan minimal satu ookista Cryprosporiditm
sp. dalam sediaan pewarnaan MTA dan AF,
sebaliknya hasil mnegatif jika tidak ditemukan
ookista. Hasil uji/ pemeriksaan dibuat tabulasi hasil
evaluasi yang diperoleh (positif atau negatif).
Dicatat waktu pewarnaan, waktu pemeriksaan dan
kualitas pewarnaan dari dua metode pewarnaan
yang berbeda. Analisis komparatif secara statistik
non-intervensi untuk  mengukur kemaknaan
perbedaan data proporsi dua metode pemeriksaan
(MTA dan AF) sampe! tinja dengan dan tanpa
konsentrasi, menggunakan uji Mc Nemar (tabel
2x2) dengan nilai p < 0,05 sebagai batas
kemaknaan. Disertakan juga nilai koefisien kapppa
{K) untuk menilai hasil. Dihitung sensitivitas,
spesifisitas, nilai prediksi positif dan negatif serta
prevalensi dari total jumlah sampel tinja yang
diperiksa untuk deteksi ookista Cryptosporidinm
sp. Dalam penelitian ini, gold standard berupa
teknik PCR (dikerjakan peneliti tain). Data
dianalisis menggunakan program SPSS 12 for
windows.

3. Hasil

Hasil Pulasan pada Metode Pewarnaan MTA
a. Tinja tanpa konsentrasi:

Latar belakang slide berwarna hijau muda-tua,
tampak tebal, lebih gelap dan terdapat banyak
jamut/ sel ragi, bakte dan debris’kotoran yang
dapat menyulitkan pemeriksaan, Kontras antara
ookista Cryprosporidium sp. dengan sekitar: jelas,
ookista dapat dibedakan dengan sekitarnya. Qokista
tampak bulat dan berwarna merah muda/pink
(Gambar 1).

Gambar 1. Ookista Cryplosporidium sp.
dengan Pewarnaan MTA pada Tinja Tanpa
Konsentrasi (pembesaran 1000 x)

b. Tinja konsentrasi:

Latar belakang sfide berwarna hijau muda,
lebih tipis, tampak lebih terang; sedikit spora
jamur/ sel ragi, bakteri dan debris/ kotoran.
Kontras antara cokista Cryplosporidium sp.
dengan sekitar:  jelas, ookista dapat
dibedakan dengan sekitarnya. Ookista
tampak bulat dan berwama merah
muda/pink, isi di dalam ookista {sporozoit)
terlihat jelas (Gambar 2).

Gambar 2. OQokista Cryptosporidium sp.
dengan Pewarnaan MTA pada Tinja
Konsentrasi (pembesaran 1000 x)

Hasil Pulasan pada Metode Pewarnaan
AF
a. Tinja tanpa konsentrasi:

Latar belakang sfide kurang gelap; kurang
homogen; lebih tebal, banyak spora jamur
dan debris’kotoran yang membias cahaya
fluoresens sehingga menyulitkan
pemeriksaan. Kontras antara  ookista
Cryptosporidium sp. dengan sekitar: jelas,
ookista dapat dibedakan dengan sekitarnya.
Ookista berbentuk bulat seperti donat/cinein,
berwarnz kuning-kehijavan dan tampak
berpendar terang (Gambar 3).
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Gambar 3. Ockista Cryptosporidium sp. dengan
Pewarnaan pada Tinja Taopa Konsentrasi
{pembesaran 400 x)

b. Tinja konsentrasi:

Latar belakang slide tampak gelap dan homogen;
lebih tipis, sedikit spora jamur dan debris/kotoran
sehingga memudahkan pemeriksaan. Kontras antara
ookista Cryptosporidium sp. dengan sekitar: jelas,
ookista dapat dibedakan dengan sekitarnya. Qokista
berbentuk bulat seperti donat/cincin, tampak lebih
berpendar terang dan berwama kuning-kehijauan
(Gambar 4).

Gambar 4. Oockista Cryprosporidiurm sp. dengan
Pewarnaan AF pada Tinja Konsentrasi (pembesaran
400x}

Waktu Proses Pewarnaan dan Pemeriksaan
Sediaan

Tabel 1. Lama Waltu Pewarnaan dan
Pemeriksaan yang dibutubkan Tiap
Sediaan Tinja untuk Metode MTA dan AF

Waktu Waktu
o Pewarna Pemeriksaan
3 g5 5 - per slide
g § ar;'d {menit) % g
per slide =]
(menit) TK K i
MTA 25 + 20 + 12 130
AF 20 + 12 + 10 130

Keterangan: TK: tanpa konsentrasi
K: konsentrasi

Tabel 2, Jumlah Ockista Cryptosporidium pada
Pemeriksaan dengan Metode Pewarnaan
MTA dan AF

Jumlah spesimen positif atau
Jumlah negatif dari;

Ookista MTA AF

TK K TK K

0 123 117 117 105
+ 7 13 13 21
++ 0 0 0 3
+ 0 0 0 1

Keterangan; TK: tanpa konscntrasi; X:
konscntrasi

Hasil pemeriksaan pada pewarnaan MTA,
rata-rata ditemukan cokista kurang dar 5
tiap slide pada hasil positif, jadi hanya
positif satu (+). Pada pewamnaan AF,
terutama yang dikonsentrasi memberikan
hasil bervariasi (Tabel 2).

Perbandingan Hasil Pemeriksaan Sampel
Tinja dengan dan Tanpa Konsentrasi
dengan Metode MTA dan AF untuk
Deteksi Qokista Cryptosporidium sp.

Pada metode pewamaan MTA, untuk
sampel tinja tanpa konsentrasi dapat
dideteksi 7 jumlah sampel positif
Cryptosporidium  sp., sedangkan pada
sampel tinja konsentrasi terdapat 13 sampel.
Pada uji statitistik dengan Mc Nemar test
menunjukkan  bahwa tidak  terdapat
perbedaan bermakna (p= 0,070) dengan nilai
Kappa=0,570, antara hasil pemeriksaan
sampel tinja dengan dan tanpa konsentrasi
(Tabel 3).

Pada metode pewarnaan AF, untuk sampel
tinja tanpa konsentrasi dapat dideteksi 13
jumlah sampel positif Cryptosporidium sp.,
sedangkan pada sampel tinja konsentrasi
terdapat 25 sampel. Pada uji statitistik
dengan Mc Nemar fest menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan bermakna (p= 0,002)
dengan nilai Kappa=0,576, antara hasil
pemeriksaan sampel tinja dengan dan tanpa
konsentrasi (Tabel 4).

Perbandingan Deteksi Ookista
Cryptosporidium  sp. pada  Tinja
Konsentrasi Antara Metode Pewarmaan
MTA dan AF dengan PCR (Gold
standard)

Pada sampel tinja konsentrasi dengan
metode MTA dapat dideteksi 13 jumiah
sampel positif  Crptosporidium  sp.,
sedangkan peda sampel tinja hasil PCR
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terdapat 42 sampel. Pada uji statitistik dengan AMc
Nemar test memnjukkan bahwa terdapat
petbedaan bermakna (p= 0,000) dengan nilai

Kappa=0,378, antara hasil pemeriksaan
sampel tinja konsentrasi pada metode MTA
dengan tinja hasil PCR (Tabel 5).

Tabel 3. Perbandingan Hasil Perneriksasn Sampel Tinja dengan dan Tanpa Konsentrasi pada

Metode MTA
MTA KONSENTRASI
MTA TANPA _ Positif Negatif Tm::l
KONSENTRASI  Positif e 1 7(5,4%)
Negatif 7 116 123 (94,6%)
Total 13 (10%) 117 (90%) 130 (100%)

Tabel 4. Perbandingan Hasil Pemeriksaan Sampel Tinja dengan dan Tanpa Konsentrasi pada

Metode AF
AF KONSENTRASI
AF TANPA _ Positif Negatif Total
KONSENTRASI Positif 1 13 (10%)
Negatif 104 117 (90%)
Total 25 (19,2%) 105 (80,8%) 130 (100%)

Tabel 5. Perbandingan Deteksi Ooldsta Cryptosporidium sp. pada Tinja Konsentrasi dengan

Metode MTA dan PCR
PCR*
Nepatif Total
MTA =
Positif 0 13 (10%)
KONSENTRASI Negatif %3 117 (90%)
Total 42(32.3% 88 (67,7%%) 130 {100%)

Ket * Sumber data peaclitian dari SW Dwintasari (2008)

Tabel 6. Perbandingan Deteksi Ookista Cryprosporidium sp. pada Tinja Konsentrasi dengan

Metode AF dan PCR
PCR*
). . Posit Negatif “Total
Positif 2 5 (19,2%)
KONSENTRAST — \egatif %6 105 (80.8%)
Total 43 (32, B8(67.7%) 130 (100%)

Ket * Sumber data penclitian dari SW Dwintasari (2008

Dari data di atas juga dapat dinilai
sensitivitas dan spesifisitas metode MTA
konsentrasi terhadap PCR*:

Sensitivitas 1 30,9%

Spesifisitas :100%

Nilai Prediksi Positif (NPP): 100%

Nilai Prediksi Negatif (NPN): 75,2 %

Pada sampel tinja konsentrasi dengan
metode AF dapat dideteksi 25 jumlah
samopel positif kriptosporidiosis, sedangkan
pade sampel tinja hasil PCR terdapat 42
sampel. Pada uji statitistik dengan Me

Nemar rest wenunjukkan bahwa terdapat

bermakna {p= 0,000) dengan
nifai Kappa=0,587, autara hasil pemeriksaan
sampel finja konsenirasi pada metode AF
dengan tinja hasil PCR (Tabel 6).

Dari dala di atas juga dapat dinilai
sensitivitas dan spesifisitas metode AF
konsentrast terhadap PCR*:

Sensitivitas 1 548%
Spesifisitas P 917 %

Nilai Prediksi Positif (NPP): 92,0%

Nilai Prediksi Negatif (NPN): 81,9
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Berdasarkan hasil penelitian Rusnak ef al.*!,
untuk pemeriksaan sediaan MTA yang
negatif membutufikan waktu 14 menit den
yang positif selama 5 menit Untuk
pemeriksaan sediaan AF yang negatif
membutuhkan waktu 17 menit dan yang
positif hanya knrang dari 1 menit. Jadi,
dapat disimpulkan dari penelitian ini, bahwa
pewarnaan AF membutuhkan waktu lebih
singkat dibandingkan pewarnaan MTA
uatuk deteksi ookista Cryprosporidium sp.,
terutama dengan hasil diagnosis positif.

Pada penelitian ini, setiap sediaan selalu
diperiksa  untuk  keseluruhan  lapang
pandang. Mengingat kemungkinan sangat
terbatas/ sedikitnya ookista yang akan
didapatkan pada tijja anak batita
{imunokompelen). Berbeda jika
menggunakan sampel dari individu yang
positif. Peneliti sebelumnya '’ sudah
melakukan  pemeriksaan  tinja  dengan
pewamaan tahan asam tanpa konsentrasi.
Diharapkan dengan teknik konsentrasi,
penelitian ini akan memberikan basii lebih
baik/akurat,

Diagnosis kriptosporidiosis dengan dua
metode pewamaan didapatkan hasil lebih
banyak positif pada metode AF daripada
MTA. Hal ini juga terkait dengan kualitas
sediaan yang baik, pewamnaan yang tepat
dengan reagen yag berkualitas dan alat
(mikroskop) yang digunakan untuk
memeriksa, Pewarnaan AF adalah salah satu
teknik alternatif karena pewarna fluoresensi
ini lebih mudah proses pemeriksaannya.
Sehingga sangat tepat digunakan untuk
skrining cepat pada jumlah sampel yang
besar, meski untuk wmelihat morfologi
spesies kurang spesifik dam terkadang
memberikae hasil positif palsu. Namun,
kelemahan ini dapat diantisipasi dengan
melakukan studi pendahuluan, mempelajari
kontrol positif Cryptosporidium sp. yang
dilabel FIT-C dan diwarnai dengan AF.

Hasil deteksi ookista Cyprosporidium sp.
pada sedisan tinja dengan dan tanpa
konsentrasi lebih banyak positif pada
prosedur tinja yang nmelalni proses
konsentrasi pada kedua metode pewarnaan.
Jadi, penggunaan teknik konsentrasi (air-
eter) dalam penelitian ini, memberkan
manfaat hasil yang lebih baik. Pemilihan
teknik ini didasarkan pada kebutuhan
penelitian  yang tidak hanya untuk
pemeriksaan tinja secara mikroskopis,

parmun  selanjutaya nntk  uji  tingkat
molekuler {dengan PCR). Penelitian Bukhari
dan Smith (1995) ® menunjukkan bahwa
deteksi ookista Cypfesporidium sp. pada
sampel tinja lebih baik menggunakan
konsentrasi air-eter dengan rata-rata ookista
yang  didapatkan sebanyak 46-75%,
dibandingkan teknik flotasi densitas sukrosa
(24 - 65%) dan flotasi zink sulfat (22 —
41%). Sehingga selain lebih ekonomis dan
bermanfaat untuk deteksi di  tingkst
molekuler, akan mudah didapatkan ookista
dalam jumlah banyak.

Hasil tidak berbeda bermakna hanya pada
perbandingan teknik MTA dengan dap tanpa
konsentrasi (p=0,070), yang berarti proporsi
positif keduanya hampir sama. Hal ini
terkait dengan sulitnya mendeteksi ookista
dalam jumiah sedikit pada tinja, dan dengan
MTA meskipun sudah dikonsentrasikan
ternyata hanya sedikit yang benar-benar
positif. Berbeda dengan teknik AF yang
berbeda bermakna antara tinja dengan dan
tanpa konsentrasi {(=0,00).

Berdasarkan penelitian Tee ef al®,
didapatkan hasil adanya peningkatan jumlah
ookista Cyplosporidinm sp. yang didetekst
secara signifikan pada tinja konsentrasi
dibandingkan dengan tinja tanpa konsentrasi
ketika diwarnai dengan metode fluoresensi
seperti pewarnsan AF. Penggunaan metode
pewarnaan MTA saja, masih sulit untuk
deteksi  ookista, terkadang “missing”
terutama unfuk infeksi ringan. Dapat jugz
dikarenakan metode MTA. hanya mewarnai
sedikit ookista yang ada dibandingkan
metode AF.

Pada kedua metode pewarnaan pada tinja
yang dikonsentrasi, sensitivitas metode
MTA didapatkan 30,9% dan metode AF
54,8% terhadap PCR. Spesifisitas metode
MTA didapatkan 100% dan metode AF
97, 7% terhadap PCR. Berdasarkan data
tersebut, maka metode MTA dan AF
mempunyai sensitivitas yang rendah dan
spesifisitas yang tinggi terhadap PCR. Nilai
sensitivitas dan spesifisitas dapat saling
mempengarehi saty sama lainnya, dimana
makin tinggl sensitivitas makin rendah
spesifisitasnya demikian juga sebaliknya
Seperti pada penelitian Vastert ef al. yang
mendapatkan  hasil  pemeriksaan AF
dibandingkan PCR, dimana sensitivitasnya
37% dan spesifisitasaya >98%, dengan nilai
prediksi positif (NPP) 100%. Jadi, dapat
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disimpulkan bahwa teknik mikroskopis
adalah metode yang sangat spesifik tetapi
kurang sensitif unfuk deteksi ookista
Crypfosporidium sp. pada tinja Hasil
penelitian ini berbeda dengan penelitian
Arrowood et al. %%, dimana sensitivitas
pewamaan MTA dan AF adalah 40,6% dan
93,8%, sedangkan spesifisitas  keduanys
adalah 52,0% dan 85,7%. Perbedaan ini
karena variasi pada sampe! dan kemampuan
pemeriksa pada tiap penelitian,

Metode AF lebih baik dibandingkan MTA
dari hasil deteksi positif ookista. Perbedaan
hasil positif dengan baku emas cukup besar,
Hal ini bisa tefjadi, karena teknik
mikroskopis tidak dapat mendeteksi stadium
selain  ocokista dari  siklus  hidup
Cryptosporidium  sp. Pada tekmik PCR,
kelebihannya dapat mendeteksi berbagai
stadium dalam sikfus hiduy?
Cryptosporidium sp. dan  DNAnya
sehingga lebih sensitif, Spesifisitas AF
schenamya bisa mencapai 100%, karena
setelah dikonfirmast adanya 2 sampe] yang
positif AF tetapi negatif PCR (positif palsu),
ternyata hasilnya positif benar meskipun
secara mikvoskopis. Hal ini dapat terjadi,
karena pada PCR tidak terdeteksi ookista
yang kemungkinan sudah ruptur dan tidak
mengandung DNA  Cryplosporidium  sp.
akibat pengarch darj penyimpanan sampel
tinja di lanitan kalivm bikromat yang
bamyak zat penghambat uotuk PCR,

Frekuensi hasil deteksi ookista
Cryptosporidium sp. yang didapatkan untuk
pewarnzan MTA fanpa konsentrasi 5,4%,
MTA dengan konsentrasi 10%, AF tanpa
konsentrasi 10% dan AF dengan konsentrasi
19,2%. PCR sebagai baku emas sebanyak
32,3%. Setiap perbandingan keduz metode,
selalu dicantumkan koefisien kappa (K}
yang memiliki rentang milai 0 - 1
Berdasarkan penelitian terdahulu 7 dengan
metode MTA tanpa konsentrasi hanya
didapatkan prevalensi 2,19, Jadi, dengan
teknik konsentrasi dapat meningkatkan
sensitivitas deteksi. Dari keseluruhan teknik
mikroskopis yang digunakan, metode
pewarnaan AF dengan tinja konsentrasi
memiliki hasil deteks? tertinggd, yaitu 19,2%
dengan nilai koefisien kappa 0,587
(moderate agreement),

Pewarnaan AF dapat lebih diterapkan pada
laboratorium klinis sebagai prosedur rutin
yang dilakukan sehari-hari dan juga skrining

karena lebih mudah dan juga membutuhkan
waktn lebih singkat daripada pewarnaan
MTA ®. Pewamaan MTA fidak terlalu
sensitif sebagaimana metode pewarnaan lain
seperti AF ©. Pewarnaan AF Jebih sensitif
untuk mendeteksi cokista pada sediaan yang
mengandung sangat sedikit ookista >, tetapi
untuk melihat morfologinya lebih baik
menggunakan pewarnaan MTA % AF dapat
digunakan sebagai altematif dari MTA
untuk deteksi infeksi Cryplasporidium sp.

5. Kesimpulan

Kualitas pulasan lebih baik pada sediaan
tinja yang dikonsentrasi baik pada metode
pewamaan MTA dan  AF.  Wakin
pemeriksaan sediaan untuk deteksi ookista
Cryptosporidium  sp.  lebih  singkat
menggunakan metode pewarnaan AF
daripada MTA Tidak terdapat perbedaan
bermakna antara hasil deteksi ookista
Cryptosporidium sp. pada sediaan tinja
dengan dan tanpa konsentrasi pada metode
pewarnaan MTA. Terdapat perbedaan
bermakna antara hasil deteksi ookista
Crypfosporidium sp. pada sediaan ftinja
dengan dan tanpa konsentrasi pada metode
pewarnaan AF. Frekueusi hasil deteksi
ookista Cryptosporidium sp. tertinggi dari
sediaan tinja konsentrasi dengan pewarnaan
AF (19,2%) dan terendah dari sediaan tinja
tanpa konsentrasi dengan pewamasn MTA
(5,4%). Metode pewarnaan AF lebik seasitif
daripada MTA, namun sama spesifiknya
dalam deteksi ookista Cryprosporidium sp.
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