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ABSTRAK

Nama : Zaira Naftassa
Program Studi : Ilmu Biomedik Kekhususan Parasitologi
Judul : Penetapan Spesies dan Varietas Cryptococcus pada Penderita

AIDS dengan Kriptokokosis

Cryptococcus merupakan khamir bersimpal yang menyebabkan kriptokokosis
dan pada era HIV/AIDS jumlah kasus meningkat tajam. Manifestasi klinik
kriptokokosis berbeda sesual dengan spesies dan serotipe, sechingga
identifikasi menjadi sangat penting. Selain itu penetapan spesies penting
untuk studi epidemiologis kriptokokosis. Penelitian ini merupakan penelitian
deskriptif untuk mengidentifikasi spesies dan serotipe serta virulenst jamur.
Selai itu ingin diketahui penyebaran penyakit di Jabodetabek. Bahan yang
diperiksa adalah 40 isolat koleksi Departemen Parasitologi FKUI dan 25
isolat dari cairan otak kulit dan darah. Metode pemeriksaan terdiri atas wuji
asimilasi (kit API 20C AUX), uji pembentukan germ sube, biakan pada
medium CGB dan CDBT dan NSA. Penyebaran kasus kriptokokosis
diadapatkan berdasarjkan domisili pasien. Hasil uji asimilasi didapatkan Cr.
rneoformans (64 isolat), Cr. laurentii var. laurentii (1 isolat). Hasil uji
pembentukan germ fube didapatkan bahwa jamur yang diteliti bukan
golongan Candida. Penetapan spesies dengan medium CGB didapatkan
seluruh isolat adaiah Cr. neoformans. Hasil penetapan serotipe dengan
medium CDBT didapatkan seluruh isolat adalah Cr. neoformans serotipe A.
Uji virulensi dengan medium NSA memperlihatkan pembentukan pigmen
melanin pada semua isolat. Data demografis menunjukkan distribusi
penderita kriptokokosis di lima wilayah DKI, Bogor dan Bandung.

Kata kunci: Cryprococcus, serotipe HIV/AIDS, melanin, distribusi pasien
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ABSTRACT

Species and Serotype Identification of Cryprococcus isolated from AIDS Patients
with Cryptococcosis

Cryptococcus is encapsulated yeast that caused Cryptococcosis in human. In
the era of HIV/AIDS there is an increased number of cryptococcosis. Its
clinical manifestation varied according to the species, so species
identification is quite important. Furthermore species identification is also
important in epidemiogy study. This descriptive study aimed to identify
species and serotype of Cryptococcus and also its virulence. The study also
aimed to know the distribution of Cryptococcosis in Jabodetabek. There were
49 isolates from the collection of Department of Parasitology FKUI, and
other 25 isolates were isolated from spinal fluid, blood and skin. The study
was done using API 20C AUX, germ tube formation test, CGB for the
differentiation of Cryptococcus. gattii and Cryptococcus neoformans, and,
CDBT for serotyping and melanine production by plating the isolates on
niger seed agar. The study on the distribution of the disease was based on
patients residence. The results were, 64 isolates of Cr. neoformans and 1 Cr.
laurentii. Germ tube formation test is negative. Identification of species with
CGB agar showed all isolates were Cr. neoformans. Serotype identification
with CDBT were all serotype A. All isolate were capable of forming melanin
when growth on NSA. Demografic data of the patients shows a wide
distribution including 5 areas of DKI, Bogor and Bandung.

Key words: Cryptococcus, serotype HIV/AIDS, melanine, patient distribution
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belahang

Pada penderita gangguan sistem imun berat yang disebabkan oleh
infeksi HIV, terjadi penurunan imunitas yang dapat diketahui dari turunnya
jumlah sel CDs" dalam darah. Apabiia hitung sel tersebut <200/ ul akan
muncul berbagai infeksi oportunistik yang dapat disebabkan oleh protozoa,
bakteri, virus ataupun jamur. Jamur yang dapat menyebabkan infeksi oportunis
antara lain Cryptococcus neoformans, dan infeksinya disebut dengan
kriptokokosis. Kriptokokosis akan muncul apabila jumlah sel CDs" menurun
hingga 100 sel/p] atau kurany.’

Cryptococcus yang berada di alam (biasanya terdapat pada kotoran
burung merpati dan pepohonan) memasuki tubuh inang melalui inhalasi sel
ragi (basidiospora} terdehidrasi ke dalam paru. Dalam paru jamur akan
menjalani proses rehidrasi dan selanjutnya tergantung pada kondisi pasien,
dapat menjadi saprofit pada individu imunokompeten atau meluas pada
individu imunokompromis seperti AIDS. Setelah beberapa waktu, jamur
tersebut akan menyebar secara hematogen ke berbagai organ.

Cryptococcus penyebab kriptokokosis dibedakan menjadi dua spesies,
yaitu Cr. neoformans dan Cr. gaftii. Kedua spesies itu memiliki wilayah
distribusi yang berbeda. Cr. neoformans ditemukan di berbagai belahan dunia
serta erat kaitannya dengan sumber di alam yaitu tanah atau lingkungan yané
tercemar kotoran burung merpati.'? Cr. gattii diketahui memiliki distribusi di
wilayah beriklim tropis dan subtropis seperti Australia dan Kanada bagian
barat. *

Terdapat dua varietas Cr. neaformans yaitu Cr. neoformans varietas
neoformans (serotipe D) dan Cr. neoformans varietas grubii (serotipe A).* Cr.
neoformans varietas grubii lebih sering ditemukan pada pasien AIDS

sedangkan Cr. gattii biasanya ditemukan pada pasien imunokompeten."®’
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Selain itu Cryptococcus lain yang dapat ditemukan pada manusia adalah
Cryptococcus albidus, Cryprococcus laurentii dan Cryptococcus uniguttulatus.
Ketiga spesies itu memang tidak menjadi penyebab utama kriptokokosis pada
manusia, tetapi ditemukan pada kasus-kasus pasien AIDS meskipun jarang.
890U~ albidus dan Cr. laurentii memiliki habitat yang kosmopolit,
diantaranya pada tanaman, air, udara, mamalia, dan kadang pada orang sehat
jamur-jamur tersebut ditemukan di permukaan kulit sebagai saprofit.'
Prevalensi kriptokokosis meningeal pada penderita AIDS di India
sebesar 2,09%, '7 di Thailand 15% '* pada orang dewasa dan sebesar 2,97%
pada anak-anak. '* Di Malawi 0,1%, Afrika 15%,” Eropa Barat 2-10%'€,
Kamboja 18%,'® dan pada umumnya penderita laki-laki.'"'*1%'® Dj Indonesia,
khususnya Jakarta, data Departemen Parasitologi FKUI, pemeriksaan cairan
otak 102 pasien AIDS yang menunjukkan gejala meningeal ternyata sebanyak
21,9% menderita kriptokokosis yang dibuktikan dengan pemeriksaan tinta

India dan isolasi jamur, '

Manifestasi klinis pada kriptokokosis agak berbeda antara penderita

imunokompeten dan imunokompromis (AIDS). Pada pasien AIDS manifestasi

klinis yang paliﬁg sering didiagnosis adalah meningitis. Penyakit tersebut

mempunyai angka kematian yang tinggi dan bila terlambat diobati selain
berakibat fatal juga dapat mengakibatkan kecacatan meskipun pasien

sembuh."®

Manifestasi klinis lain yang ditemukan adalah kriptokokosis kulit dan
kriptokokemia. Pada kulit kelainan yang timbul tidak khas, dapat menyerupai
kelainan kulit biasa, misalnya akneform, menyerupai moluskum kontagiosum.
sampai kelainan kulit berat seperti selulitis atau abses.'*°

Kriptokokosis pada penderita imunokompeten umumnya memiliki
manifestasi klinis pulmoner meskipun kadang-kadang diternukan kriptokokosis
meningeal. Apabila terjadi kriptokokosis meningeal sering berhubungan

dengan kelainan otak yang lain seperti hidrosefalus, atau kejang berutang.'

Universitas Indonesia

Penetapan spesies..., Zaira Naftassa, FK Ul, 2008

3



4

Isolasi jamur yang ditakukan di departemen Parasitologi FKUI hingga
saat int belum mencapai identifikasi spesies, sehingga betum diketahui secara
pasti spesies penyebabnya. Hal itu terjadi karena diperlukan diagnosis sesegera
mungkin sebagai dasar pemberian terapi. Pemberian terapi dini akan mencegah
kecacatan dan kematian. Untuk itu identifikasi sampai ke tingkat spesies dan
serotipe sangat penting, mengingat patogenesis, manifestasi klinik, serta
eptdemiologi yang berbeda pada masing-masing spesies, sehingga hal itu akan
sangat berperan dalam tatalaksana dan pencegahan penyakit.

Patogenitas Cryprococcus ditentukan oleh beberapa hal, antara lain
kemampuan tumbuh pada suhu tinggi (37 - 40°C). kapsul polisakarida, dan
produksi melanin.'”' Faktor tersebut disebut juga dengan faktor virulensi
jamur,

Kemampuan jamur untuk tumbuh dan beradaptasi pada suhu normal
tubuh manusia menjadi salah satu alasan  spesies tersebut  mampu
menimbulkan kriptokokosis. Faktor virulensi lain adalah kapsul polisakarida,
glucuronoxylomannan (GXM). Jamur mutan yang tidak berkapsul bersifat
kurang virulen terhadap binatang percobaan. Faktor virulensi ketiga adalah
pigmen melanin berwzma coklat gelap, yang dihasilkan dari pemecahan
kompleks difenolik. Melanin melindungi jamur terhadap pengaruh sinar
matahari di alam dan pengaruh sistem kekebalan manusia. Pada medium niger
seed/ bird seed agar (NSA) yang mengandung kompleks fenol atau L-Dopa
dapat diamati pembentukan melanin setelah jamur ditanam selama 5-7 hari,
Crvptococcus tumbuh sebagai koloni ragi berwarna coklat gelap.'”!

Untuk membedakan spesies Cryptococcus dapat dilakukan
berdasarkan asimilasi dan fermentasi karbohidrat dengan API 20C System Kit.
Jamur yang diinokulasikan pada sistem tersebut kemudian diinkubasi pada
suhu kamar (30°C) selama 72 jam. Setelah inkubasi hasil positif akan terlihat
sebagai kekeruhan pada sumur karbohidrat yang ditumbuhi jamur.?>32¢

Untuk membedakan Cr. neoformans dan Cr. gattii dapat dilakukan
secara biokimia dengan memakai medium biakan solid canavanine-glycine-

bromthymol blue (CGB). Cr. gattii, serotipe B dan C mampu mengolah glycine
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sehingga terjadi perubahan warna, sedangkan Cr. neoformans tidak
mengasimilasi glycine.’ Untuk membedakannya dari khamir lain terutama
Cundida albicans maka dilakukan uji pembentukan germ tube. Sel ragi/ khamir
Cryptococcus tidak membentuk germ tube sebagaimana C. albicans.

Untuk membedakan Cr. neoformans serotipe A dan D jamur ditanam pada
media agar Creatinine dextrose bromthymol thymine (CDBT). Cr. neoformans
serotipe A tidak menyebabkan perubahan warna medium, sedangkan serotipe
D menyebabkan medium berubah warna menjadi jingga terang dalam lima

hari.*33

1.2 Rumusan Masalah
Di Jakarta, telah terjadi peningkatan tajam jumlah pasien terinfeksi HIV yang
akhirnya mencapai taraf AIDS. Pada kondisi tersebut terjadi kerusakan sistem
kekebalan yang mengundang infeksi oportunistik yang antara lain disebabkan
oleh khamir Cryprococcus. Di Jakarta dan sekitarnya prevalensi kriptokokosis
sebesar 21,9% pada pasien terinfeksi HIV dengan gejala SSP. Saat diagnosis
ditegakkan identifikasi jamur hanya sampai ke tingkat genus. belum sampai ke
tingkat spesies, analagi serotipe.. Identifikasi spesies dan serotipe . sangat
berpengaruh terhadap pemahaman tentang gejala klinis, epidemiologi, dan
tatalaksana pasien. Untuk itu sangat diperlukan penetapan spesies dan serotipe.
Penting pula untuk mengetahui ada tidaknya pembentukan melanin sebagai
faktor virulensi sehingga salah satu sifat biologis yang penting dalam infeksi,
dapat diketahui.

Cryptococcus merupakan jamur yang erat kaitannya dengan alam. Alam

127,34

merupakan sumber infeksi Cryptococcus. Dengan  mempelajari

penyebaran geografis maka hal itu dapat dijadikan dasar untuk melakukan

studi epidemiologi.
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1.3 Pertanyaan Penelitian

1. Apakah spesies Cryptococcus penyebab kriptokokosis meningeal pada
pasien AIDS di Jabodetabek?

2. Apakah serotipe Cryptococcus penyebab kriptokokosis meningeal pada
pasien AIDS di Jabodetabek?

3. Apakah Cryptococcus galur jabodetabek memproduksi melanin sebagai
faktor virulen?

4. Bagaimana penyebaran pasien AIDS dengan kriptokokosis di Jabodetabek?

1.3.1 Tujuan Umum:

1. Mengetahui spesies dan serotipe Cryptococcus penyebab meningitis dan
kelainan kulit pada pasien AIDS.

2. Mengetahui penyebaran kriptokokosis meningeal di wilayah Jabodetabek.

1.3.2 Tujuan Khusus Penelitian

1. Membedakan spesies Cryptococcus dengan kit API 20C AUX.

2. Membedakan Cryptococcus dan C. albicans dengan uji pembentukan germ

tube

3. Membedakan Cr. gattii dan Cr. neoformans dengan medium CGB

4. Membedakan Cr. neoformans varietas grubii (serotype A) dengan Cr.
neaformans varietas neoformans (serotype D) dengan medium CDBT.

5. Mengetahui faktor virulensi Cryptococcus dengan uji pembentukan melanin

(media NSA).

6. Mengetahui data demografis berupa alamat pasien untuk mengetahui
penyebaran kriptokokosis di Jabodetabek

1.4 Manfaar
1.4.1 Manfaat bagi peneliti
Melalut penelitian ini  peneiiti diharapkan mampu menerapkan ilmu

pengetahuan yang diperoleh selama masa perkuliahan, juga sebagai sarana

Universitas Indonesia

Penetapan spesies..., Zaira Naftassa, FK Ul, 2008



1.4.2 Manfaat bagi institusi

Hasil yang didapatkan merupakan data dasar kriptokokosis pada penderita
AIDS dengan gejala meningitis di Jakarta. Data tersebut akan bermanfaat
dalam tatalaksana penyakit, epidemiologi, pencegahan dan pengambilan
kebijakan terhadap infeksi pada pasien AIDS. Selain itu, data juga bermanfaat
dalam penyusunan panduan diagnosis dan penatalaksanaan kriptokokosis.

Isolat yang diteliii dapat menjadi bagian kekayaan hayati Indonesia.

1.4.3 Manfaat bagi masyarakat
Data dasar kriptokokosis yang didapat membawa informasi penting
menyangkut peta penyebaran sehingga sumber di alam dapat diidentifikasi dan

dapat dilakukan upaya pencegahan.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kriptokokosis

Kriptokokosis adalah infeksi yang disebabkan oleh khamir berkapsul
Cryptococcus. Kriptokokosis ditemukan di seluruh dunia, dan pada awalnya hanya
dikenal Cryptococcus neoformans sebagai spesies yang berperan dalam infeksi pada
manusia.' Sejak dimulainya pandemi AIDS infeksi Cryprococcus di berbagai belahan
dunia semakin meningkat, diiringi munculnya berbagai spesies Cryptococcus lain, seperti

2 . . .
233891011 pada penderita gangguan sistem imun

Cr. gattii, Cr. laurentii dan Cr. albidus.
berat yang disebabkan oleh infeksi HIV, terjadi penurunan imunitas yang dapat diketabui
dari turunnya jumlah sel CDs" dalam darah (< 200 sel/ pl). Kriptokokosis akan muncul

apabila jumlah sel CD,;" menurun hingga 100 sel/p] atau kurang.’

2.2 Biologi Cryptococcus
Cryptococcus merupakan jamur khamir yang memiliki lebih dari 40 spesies, dan
penyebarannya ditemukan di berbagai sumber (udara, air, tanah, buah, makanan, pohon,

bahkan hewan dan mamalia).

Tabel 1. Spesies Cryprococcus (selain Cr. neaformans) dan Habitatnya

Species Location
Cryptococcus albidus Air, wine, soil, leaves, cheese, mammals
Cryptococcus amylolentus frass of bark beetles
Cryptococeus aguaticts Scum on water
Cryptococcus asgardensis Soil in Antartica
Cryptococcus ater Human
Cryptococcus baldrensis Soil in Antartica
Cryptocaccus bhutanensis Soil in Himalayas
Cryptococeus consortionis Soil in Antartica
Cryptococcus curiosus Frozen Sillago japonica in Japan
Cryptococecus curvatus Marmnmals, sea
Cryptococeus dimerrae Pasture
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Cryprococcus efinovii Soil

Cryptococcus feraegula Papio papio, Rhea americana

Cryptococcus flavus Air

Cryptococcus friedmannii Rock fragment in Antarica

Cryptococcus fuscescens S0il in the former USSR

Cryptococeus gastricus Soil, musk ox

Cryptococcus hempilingii Soil in Antartica

Cryptococcus heveanensis : rubber

Cryptococcus himalayensis Soil in Himalayas

Cryptococcus huempii Rotten Laurelia sempervirens in Chile
Cryprococcus humicolis Soil, trees, toadstools, mushrooms, water, pulp
Cryptococcus hungaricus Soil, water, cereals, flowers

Cryptococcus kuetzingii Fruit of medlar, air, humans

Cryptococcus laurentii Wine, flowers, leaves, insect frass, water, fruit, beans

mail, soil, air, shrimp, mammals

Cryptoceccus fupi Gravel in Antartica
Cryptococcus luteolus Air, leaves
Cryptococcus macerans Flax, flowers, deer
Crypiococcus magnus Air

Cryptococcus marinus Sea

Cryptococeus podzolieus Soil

Cryptococcus skinneri " Insect frass in Tsuga heterophylia
Cryptococcus socialis Soil in Antartica
Cryptococcus terreus Soil

Cryptococcus tsukubaensis Flowers
Cryptococcus tyrolensis Soil in Antartica
Crypiococcus vishniacii Soil in Antartica
Cryptococcus wrightensis Soil in Antartica

Dikutip dari: Casadevall A, Perfect JR. Cryptococcus neoformans. Washington DC: ASM Press; 1998

Tetapi yang dapat menimbulkan infeksi / bersifat patogen pada manusia sampai saat ini
adalah Cr. negformans, terutama pada penderita HIV/ AIDS, dan Cr. gattii, yang lebih
sering ditemukan pada hospes imunokompeten (non HIV/ AIDS). Jamur tersebut dapat

menimbulkan infeksi oportunis yang disebut dengan kriptokokosis, 7
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Klasifikasi Cr. neoformans (taksonomi):'

Kingdom : Fungi

Phylum : Basidiomycota

Subphytum : Basidiomycotina

Class . Urediniomycetes

Order : Sporidiales (Filobasidiales)
Family : Sporidiobolaceae (Filobasidiaceae)
Genus : Filobasidiella (Cryptococcus)

Gambar 1. Khamir Cryproceccus dengan Pemeriksaan Tinta India

Dikutip dari: http://www.myeology.adelaide.edu.av/

Telecmorf:

a. Filobasidiella neoformans var. neoforinans (serotipe A dan D)

b. Filobasidiella bacilispora (serotipe B dan C)'

Anamorf:

a. Cryptococcus negformans varietas neoformans (serotipe D) dan varietas grubii
(serotipe A)

b. Cryptococcus gattii (serotipe B dan C)'

Kedua spesies tersebut memiliki distribusi wilayah yang berbeda. Cr. neoformans
ditemukan diberbagai belahan dunia serta erat kaitannya dengan sumber di alam yaitu

tanah atau lingkungan yang tercemar dengan kotoran burung merpati.'"?®*! Sedangkan
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Cr. gattii diketahui memiliki distribusi di wilayah beriklim tropis dan subtropis seperti
Australia dan Kanada bagian barat, '35
Pada awalnya, Cr. neoformans dan Cr. gaitii merupakan satu spesies yang terdiri atas
dua varietas, yaitu Cr. neoformans var. neoformans dan Cr. neoformans var. gam'i.
Berdasarkan perbedaan fenotip, genetik, uji serologi, biokimia dengan uji pada medium
agar CGB, kriteria epidemiologi, maupun perbedaan bentuk klints yang ditimbulkan
kemudian Cr. neoformans var. gattii menjadi Cr. gartii>® Kini terdapat dua varietas Cr.
neoformans vaitu Cr. neoformans varietas neoformans (serotipe D), dan Cr. neoformans
varietas grubii (serotipe A), serta Cr. gattii (serotipe B dan () sebagai spesies
tersendirl.'* Cr. neoformans var. grubii atau serotipe A lebih sering ditemukan pada
pasien terinfeksi HIV, sedangkan Cr. gattii biasanya ditemukan pada pasien
imunokompeten.'®7
Spesies lain yang ditemukan juga pada manusia adalah Cryptococcus albidus,
Cryptococcus laurentii dan Cryptococcus uniguttulatus. Xetiga spesies ini memang tidak
menjadi penyebab utama kriptokokosis pada manusia, tetapi ditemukan pada kasus-kasus
AIDS. #10IL2 o olbidus dan Cr. laurentii memiliki habitat yang kosmopolit,

diantaranya pada tanaman, air, udara, mamalia, dan kadang pada orang sehat jamur-jamur

- tersebut diternukan di permukaan kulit schagai saprofit.' -

Pada pasien AIDS bentuk klinis kriptokokosis yang paling sering didiagnosis adalah
meningitis kriptokokus yang disebabkan Cr. neoformans var. grubii (serotipe A)."* Cr.
gattii mempunyai afinitas yang lebih besar terhadap parenkim otak' dan jarang
dilaporkan menginfeksi penderita AIDS. Selain itu gejala klinis yang ditimbulkan oleh

Cr. gattii lebih berat karena biasanya disertai perdarahan paru. "%’

2.3 Klinis kriptokokosis

Gejala klinis kriptokokosis dimulai dari inhalasi sel khamir Cryptococens haploid
yang terdehidrasi (dari lingkungan), dengan diameter sangat kecil (< 5 um) dan kapsul
yang sangat tipis. Selanjutnya khamir yang tidak dikeluarkan oleh mekanisme imun non
spesifik di saluran nafas, maka akan terus masuk ke alveoli. Di dalam paru, khamir akan

mengalami rehidrasi (diameter membesar), dan terjadi penebalan kapsul. Dalam paru,

Jjamur dapat hidup sebagai saprofit atau patogen, tergantung keadaan imunitas hospes.
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Sebagai patogen jamur dapat berdiseminasi ke organ lain di luar paru seperti otak, kulit,

jantung, hati, dan ginjal_'-m‘”
2.3.1 Kriptokokosis pada hospes imunokompeten

Kriptokokosis memiliki gambaran klinis yang bermacam-macam, dan berbeda antara
penderita imunokompeten dengan imunokompromis (HIV/ AIDS). Pada hospes
imunokompeten, bentuk klinis yang paling sering ditemukan adalah kriptokokosis
pulmoner (nodul paru, infiltrat, kavitas). '

Infeksi diawali dengan inhalasi spora atau sel khamir Cryprococcus. Dalam kondisi
tertentu Kriptokokosis dapat menyebar ke organ tubuh iain.

Pada kelompok pasien imunokompeten, kriptokokosis pulmoner dapat disertai
dengan kelainan penyerta, misalnya keganasan, tuberkulosis, diabetes, proteinosis
alveolar atau pemphigus vulgaris. Selain itu ditemukan pula kriptokokosis pada pasien-
pasien dengan infeksi paru yang tidak memperlihatkan gejala, tetapi dengan radiografi
terlihat gambaran abnormal paru, misainya nodul soliter pada paru yang menyerupai
tumor ganas.

Gejala parv lain adalah pneumernia, hingga .dapat teriadi perumonitis tergantung
besamya inokulum jamur yang ada dalam paru. Gejala-gejala lain adalah batuk, nyeri
dada, peningkatan produksi sputum, penurunan berat badan dan demam, serta hemoptisis.
Ditemukan pula gejala sesak nafas dan keringat malam hari.’

Gambaran klinis lain yaitu urtikaria pada kriptokokal pulmoner menyerupai alergik,
dan mirip dengan tumor Pancoast, atau dapat menyebabkan bendungan vena cava
superior. Kriptokokosis pulmoner seringkali ditemukan bersama-sama dengan penyakit
paru penyerta seperti COPD (chronic obstructive pulmonary disease), penyakit paru
interstitial, dan keganasan pada paru, tetapi juga dapat menimbulkan gambaran
histopatologi murni dari kelainan kriptokokosis tanpa penyerta lain dalam paru.
Misalnya, kriptokokosis pulmoner dapat menyebabkan pneumonia kronik eosinofilik, dan
bronkiolitis obliterans yang menyebabkan pneumonia, bahkan dapat menyerupai

gambaran sarkoidosis.
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Komplikasi yang dapat timbul yaitu kavitasi atau ruptur kriptokokoma pulmoner, atau
menyerupai kelainan paru lain seperti toksisitas obat.!

Meskipun gejala kriptokokosis pulmoner pada hospes imunokompeten dapat
menghasilkan gambaran klinis yang menyerupai berbagai kelainan penyakit pada paru,
tetapi pada dasarnya sifat kriptokokosis pulmoner pada kelompok pasien ini umumnya
tidak menampakkan gejala, atau bersifat tenang dan baru tampak dengan radiografi.
Gambaran kiinis yang tenang ini juga menyerupai tuberkulosis tanpa gejala atau
histoplasmosis. Disamping itu Cr. neoformans dalam jaringan paru biasanya tidak
mengakibatkan banyak jaringan parut, atau menimbulkan enkapsulasi seperti pada
tuberkulosis dan tidak membentuk kalsium pada fokus nekrotik paru seperti pada
histoplasmosis.

Pada kriptokokosis pulmoner dapat terjadi efusi pleura, baik dengan atau tanpa
kelainan penyerta, dan bisa terjadi pada penderita imunokompeten maupun

imunokompromis (juga HIV/AIDS). Cairan eksudat mengandung antigen polisakarida,'

2.3.2 Kriptokokosis pada HIV/ AIDS

.Pada penderita kriptokokosis- dengan AIDS, kriptokokosis pulmorer lebih jarang
ditemukan dibandingkan kriptokokosis meningeal. Kriptokokosis pulmoner pada
kelompok pasien ini akan mudah menyebar ke susunan saraf pusat dan menjadi
kriptokokosis meningeal. Umumnya kriptokokosis puimoner pada kelompok pasien ini
disertai demain, batuk-batuk, sesak nafas, penurunan berat badan dan sakit kepala. Dapat
ditemukan pula gejala nyeri dada pleuritik yang berat dan hemoptisis. Pada kasus
pneumonia dapat timbul pneumothorak. Pada pemeriksaan fisik diternukan
limfadenopati, chest rales, takipnoe, splenomegali, dan kandidosis oral. Gambaran
hipoksia sangat bervariasi, disertai sindroma pernafasan akut dari yang ringan sampai
berat, dan hipoksia bersifat menetap akibatnya kesulitan dalam ventilasi mekanik.'

(Gambaran klinis kriptokokosis meningeal meskipun lebih dominan pada penderita
HIV/ AIDS, tetapi gejala-gejala yang timbul dengan hospes imunokompeten umumnya
serupa. Hal yang membedakan lagi adalah lamanya gejala meningeal pada penderita

AIDS lebih pendek dibandingkan dengan gejala meningeal hospes imunokompeten. Pada
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penderita non AIDS, gejala yang timbul sebelum diagnosis lamanya 2 — 4 minggu, tapi
gejala neurologis meningitis kronik dapat muncul hingga 4- 6 minggu.

Gambaran klinis yang umum pada kriptokokosis meningeal ini adalah sakit kepala,
demam, letargi, mual muntah, perubahan kepribadian, penurunan daya ingat, gangguan
kesadaran stupor sampai koma. Umumya lamanya gejala berlangsung selama 2 - 4
minggu. Gejala-gejala neurologi seperti kaku kuduk dan gangguan — gangguan pada
nervus kranialis umumnya ditemukan pada penderita dengan HIV/ AIDS.

Selain itu pada penderita kriptokokosis meningeal dengan AIDS umumnya juga
ditemukan kriptokokosis di berbagai organ tubuh lain seperti paru, kulit, prostat, darah,
baik sebelum ataupun sesudah ditegakkannya diagnosis kriptokokosis susunan saraf
pusat.

Manifestasi klinis pada kulit, yaitu kriptokokosis kulit memiliki bentuk kelainan yang
tidak khas, dapat menyerupai kelainan kulit biasa, misalnya akneform, menyerupai
moluskum kontagiosum. sampai kelainan kulit berat seperti selulitis atau abses.
Kriptokokosis kulit juga dapat menyerupai peyakit kulit lain, seperti karsinoma sel basal,
pyoderma gangrenosum, atau bahkan penyakit virus Varicella. Umumnya berbagai
kelainan kulit disebabkan oleh Cr. necformans meskipun Cr. gattii juga dapat

menimbulkan kelainan kulit.!

2.4 Respons Imun pada Kriptokokosis

Perjalanan kriptokokosis dalam tubuh manusia dipengaruhi oleh jumlah inokulum
jamur yang terinhalasi, virulensi organisme, dan keadaan imunitas seluler tubuh. Apabila
spora Cryptococcus terhirup, maka mekanisme pertabanan terhadap jamur tersebut
pertama kali di paru adalah makrofag alveolar. Pada percobaan in vitro makrofag alveolar
mampu berikatan dan memfagosit sel jamur Cryptococcus, dalam serum manusia yang
mengandung opsonin, misalnya C3. Pada penderita AIDS, jumlah opsonin sangat rendah
atau hampir tidak ada, bak yang bersifat oxidative dependent maupun oxidative
independent killing. Selain itu, dengan adanya protein envelope gp 120 akan
menghambat pemusnahan makrofag biasa taerhadap Crypfococcus. Apabila mekanisme
pertahanan imunitas pertama di alveolar gagal, Cryptococcus akan mudah masuk ke

peredaran darah, selanjutnya akan menyebar ke berbagai organ, seperti otak. dan lain-
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lain, maka mekanisme pertahanan lanjut diperiukan. Pada model percobaan, sel-sel antara
lain neutrofil, sel natural killer (NK), sel mikroglial yang menyerupai makrofag, dan sel
T limfosit mampu membunuh atau menghambat pertumbuhan Cryptococcus. Sitokin,
khususnya interleukin-2 dan y-interferon yang dilepaskan oleh sel fagositik dan limfosit,
berperan memicu pemusnahan jamur Cryptococcus.™

Sel T helper (CD; © limfosit) menstimulasi makrofag dalam hal aktivitas
mikrobisidal, dan pada stadium akhir infeksi HIV terjadinya deplesi CD;* menurunkan
aktivitas makrofag. Infeksi oleh wvirus HIV strain tropik makrofag juga dapat
menyebabkan defek fungsi dan kerja makrofag.

Pada model percobaan dengan kera Rhesus, infeksi Cryprococcus secara in vivo dan
in vitro pada kera yang terinfeksi simian immunodeficiency virus memang tidak
menunjukkan penurunan aktivitas makrofag atau stimulasi sel T yang menyebabkan CD,

limfopenia, tetapi makrofag alveolar pada kera dengan gejala AIDS mengalami
penurunan fungsi kerja fungisidai. Penelitan ini memperlihatkan adanya defek makrofag

pada AIDS merupakan konsekuensi deplesi sel CD; !

2.5 Diagnosis dan pemeriksaan mikologi kriptokokosis

Penegakan diagnosis kriptokokosis lebih  dititikberatkan pada diagnostik
laboratorium, berdasarkan gejala/ bentuk klinis yang muncul dan keadaan penyakit/
kelainan penyerta pasien yang berhubungan dengan infeksi ini, selain HIV/ AIDS, seperti
vang telah disebutkan diatas. Salah satu metode diagnostik yang cukup mudah untuk
kriptokokosis adalah pemeriksaan sampel pasien dengan tinta india (india ink
preparation), terutama untuk meningitis kriptokokus. Pemeriksaan dengan tinta india
terbukti positif pada lebih dari 80 % pasien AIDS dengan kriptokokus meningitis, dan
positif pada 30 — 50 % pasien non AIDS dengan kriptokokus meningitis.'

Sel khamir dapat ditemukan di berbagai lokasi jaringan dan organ dengan metode
sediaan dari yang non spesifik sampai pada metode sediaan spesifik untuk jamur. Kecuali
dengan pewamaan Gram, kapsul Cryprococcus tidak terlibat dengan jelas. Tetapi ada
teknik pewarnaan khususnya untuk melihat kapsul Cryptococcus, misalnya mucicarmine,

periodic-acid schiff, dan sediaan alcian blue.'
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Pemeriksaan dengan tinta India memberikan hasil yang jelas mengenai strukfur khamir
Cryptococcus, apabila bahan klinik yang diperiksa berasal dari cairan otak. Akan tetapi
terdapat pemeriksaan lanjutan untuk jenis bahan klinik selain cairan otak, misalnya
spesimen kulit dan darah. Untuk semua bahan klinik kecuali darah, umumnya dilakukan
dilakukan pemeriksaan langsung dengan KOH 10% dilanjutkan dengan menanam bahan
klinik pada medium agar Sabouraud dan agar Niger seed (NSA).>' Pemeriksaan dengan
medium agar Sabouraud dapat mengetahui morfologi khamir Cryptococcus yang tumbubh,
dan untuk melengkapinya dilakukan wji pembentukan germ tube. Uji ini dimaksudkan
untuk melihat perbedaan khamir Cryptococcus dan khamir Candida albicans. Dibawah
pemeriksaan mikroskop dengan pembesaran 400X khamir C. albicans akan
memperlibatkan tunas berkecambah.

Penanaman bahan klinikk pada medium NSA bertujuan untuk mengamati
pembentukan melanin pada Cryptococcus. Melanin diketahui berfungsi sebagai faktor

2l Koloni

virnlensi jamur yang menentukan patogenitasnya pada hospes.’
Cryptococcus yang tumbuh berupa koloni khamir berwarna coklat tengguli dengan
permukaan halus.

Pemeriksaan mikologi lain yang dapat menunjang diagnosis adalah suatu
pemeriksaan dengan menanam bahan klinik pada medium agar canavanine glycine
bromthymol blue (CGB), yang bertujuan untuk membedakan spesies Cr. neoformans
dan Cr. gattii* Selanjutnya adalah pemeriksaan dengan medium creatinine dextrose
bromthymol thymine (CDBT), yang bertujuan membedakan Cr. neoformans varietas
neoformans (Cr. neoformans serotipe D) dan Cr. neoformans varietas grubii (Cr.

43 Kemudian suatu pemeriksaan yang menghasilkan

neoformans serotipe A).
jawaban sampai ke tingkat spesies dari suatu galur atau spesimen yang akan diperiksa
adalah kit API 20C AUX (Biomericux, Prancis). Pemeriksaan dengan kit tersebut
bertujuan untuk membedakan spesies Cryptoceccus dan khamir lain berdasarkan pola
asimilasi karbohidrat jamur tersebut.*®

Ketiga pemeriksaan diatas diharapkan akan memberikan manfaat lebih jauh dalam
hal penegakkan diagnosa di bidang mikologi, khususnya Cryptococcus, sebagai
penyebab kriptokokosis. Sehingga pengambilan kebijakan pengobatan pada pasien

kriptokokosis dapat dilakukan dengan tepat.
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BAB M1
METODE PENELITIAN

3. 1 Desain penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif. Ada tiga aspek yang
dipelajari, yaitu penelitian untuk menetapkan spesies dan serotipe, faktor
virulensi, dan penelitian tentang data geografis dan demografis penderita.

Penelitian bagian pertama merupakan penelitian mikologi yang terdiri atas
1) Penelitian tentang uji asimilasi menggunakan kit API 20C AUX Biomerieux
— Prancis) untuk membedakan Cryprococcus dengan khamir lain dan
Cryptococcus spesies lain.  2) Penelitian untuk membedakan khamir
Cryptococcus dengan Candida albicans dengan melakukan uji pembentukan
germ tube (germ tube formation test, GT) 3) Penelitian untuk membedakan
Cryptococcus neoformans dan Cr. gattii dengan menumbuhkan jamur yang
diteliti pada media Canavanine Glycine Bromthymol blue (CGB) 4) Penelitian
. untuk menetapkan serotipe Cryptococcus yaitu membedzkan Cr. neoformans
varietas neoformans (serotipe D) dan Cr. negformans varietas grubii (serotipe
A) dengan menumbuhkan jamur pada medium agar creatinine dextrose
bromthymol thymine (CDBT). Penelitian bagian kedua merupakan penelitian
tentang virulensi jamur yaitu mempelajari pembentukan pigmen melanin
dengan menumbuhkan jamur pada medium kultur niger seed agar (NSA).

Pada penelitian bagian ke tiga akan dicatat informasi demografis dan

geografis pasien untuk pemetaan wilayah penyebaran kriptokokosis.

3. 2. Lokasi penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikologi Departemen Parasitologi
FKUIL
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3.3 Populasi dan sampel penelitian
3.3.1. Populasi:
Populasi yang diteliti adalah pasien AIDS dengan gangguan SSP, sepsis atau
dengan kelainan kulit karena Cryprococcus. '
3.3.2 Sampel:
Sampel yang diteliti adalah :
Isolat yang berasal dari cairan otak, bahan kulit dan darah penderita AIDS
dengan kriptokokosis yang dikirim dari RS Cipto Mangunkusumo, RS Kanker

Dharmais Jakarta, dan RS Hasan Sadikin Bandung untuk keperluan diagnosis.

3. 4 Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan sejak bulan Agustus 2007 — Juli 2008

3.5 Jumlah Sainpel

Sampel vang diteliti adalah sebanyak 65 isolat, dikumpulkan selama | tahun
(Agustus 2007 — Juli 2008)

3. 6 .Alat da:» Bahan Penelition -

3.6.1 Alat-alat

Peralatan yang digunakan pada identifikasi Crypfococcus adalah sebagai
berikut:

Gelas objek

Gelas tutup

—

Tabung kultur (steril)

Sengkelit (ujung bulat dan lurus)
Bunsen

Pipet

Inkubator

Kotak plastik (tempat penyimpanan kultur jamur)

PN L AW

Lemari pendingin
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10. Cawan petri (steril)

12. Tabung millipore (steril)

13. Filter millipore ukuran 0,22 pum (steril)
14. Suction (pompa penghisap)

15. Pipa karet penghisap

16. Gelas beaker

17. Labu erlenmeyer

18. Pipet

19. Autoklaf

20. API web-API 20 C AUX software (Biomérieux-France).
21. Kamera digital

3.6.2 Bahan

3.6.2.a. Bahan Klinik

A. lIsolat koleksi yang sudah disimpan teriebih dahulu di Departemen
Parasitologi (40 isolat). Sisanya sebanyak 25 isolat diisolasi dari bahan klinik
yang baru. . _ ..

B. Bahan klinik yang dugunakan adalah cairan otak, kuiit dan darah penderita
AIDS dengan dugaan kriptokokosis yang dikirim ke Departemen Parasitologi
FKUIL

3.6.2.b. Bahan Habis Pakai
Bahan-bahan yang digunakan pada identifikasi Crypfococcus adalah sebagai
berikut:
a. 1. Tissue
2. API1 20C AUX (sistem identifikasi spesies Biomérieux - France)
- Medium API 20C AUX 7 ml/ ampul
- Nampan berisi sumur karbohidrat API 20C AUX
- Wadah nampan bertutup
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3. Media CGB (untuk 250 ml agar)

Larutan A terdiri atas:

a. Glisin 25 g (Kat no.l.04201.0100, Merck, Jerman)
b. KH2PO, 0,25 g {(Kat no.1.04873.0250, Merck, Jerman)
¢c. MgS0O, 0,25 g (Kat no.1.05886.0500, Merck, Jerman)
d. Thiamin HCI 0,25 mg (Kat no.1.08181.0025, Merck, Jerman)

e. L-Canavanine Sulfat 7.5 mg (Kat no.116K7034, Sigma-Aldrich, Jerman)
f. Akuades 25 ml

Larutan B terdiri dari:

a. Bromtimol biru 0,1 g {Kat no.1.03026.0005, Merck, Jerman)
b.NaGH 0.01 N 16 mli

c. Akuades 9 ml

Media agar dan campuran akhir terdiri dari:

a. Akuades 220 ml

b. Larutan B 5 ml

c. Larutan A 25 mi

d. Agar Bacto . . 5. g

4. Media creatinine dextrose bromthymol thymine (CDBT).
Bahan-bahan:

Larutan A (untuk 1 liter larutan agar):

a. Kreatinin 1 g

b. KH.POy 1 g (Kat no.i.04873.0250, Merck, Jerman)

c. Thymine 0,1 g (Kat no.057K1064, Sigma-Aldrich, Jerman)
d. Dekstrosa 05 ¢

e. MgS0Q4 . 1H,O 0,5 g (Kat no.l.05886.0500, Merck, Jerman)

f. Akuadestillata 980 ml
Larutan B (larutan Bromthymol biue):

a, Bromtimol biru 0,4 g (Kat no.1.03026.0005, Merck, Jerman)
b.NaOH 0.01 N 64 ml
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c. Akuadesttilata 36 ml
Untuk membuat media sebanyak 1 liter maka larutan A dan B dicampur
dengan komposisi berikut dan disertai penambahan agar:
a. Larutan A 980 ml’
b. Larutan B 20 ml
c. Agar Bacto (BD 214010) 20 23
5. Tinta India (tinta cina)

6. Media ASD (untuk 500 mL agar) dengan kloramfenikol

a. Agar Sabouraud 20 £ (Kat. No, 210950, Difco, USA)
b. Kloramfenikol 250 mg
c. Akuades 500 mi
7. Media NSA (untuk 500 mL agar)

a. Guizotia abyssinica R

b. Glukosa 0,5 g

¢. KH>PO,4 0,5 g (Kat no.i.04873.0250, Merck, Jerman})
d. Kreatinin 0,35 g (Merck, Jerman)

e. Agar Bacto i : 1 g

f. Akuades 500 ml

g. Kloramfenikol 0,025 g

8. Uji fisiologis dengan melihat pembentukan germ (ube (GT):

Putih telur 2 ml/tabung ukuran 5 ml.

3.7 Cara Kerja
1. Pembuatan medium Sabouraud dextrose agar (SDA)

a. Agar Sabouraud ditimbang sebanyak 32,5 g, kemudian dimasukkan ke
dalam labu Erlenmeyer ukuran 1000 mi dan ditambahkan 500 ml akuadestilata.
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b. Larutan medium dipanaskan hingga homogen, selanjutnya dimasukkan
kloramfenikol (kapsul) 250 mg

c. Selanjutnya medium dituang kedalam tabung-tabung biakan sebanyak 10 ml
dan ditutup kapas penutup. Kemudian disterilkan dalam autoklaf dengan
tekanan | atm pada suhu 121°C selama 20 menit.

e. Setelah selesai disterilisasi, tabung biakan yang berisi medium agar steril
diletakkan miring dengan posisi bagian mulut tabung lebih tinggi, dan
dibiarkan pada suhu kamar sampai dingin dan mengeras.

f. Medium dalam tabung yang telah dingin siap digunakan
2. Pembunatan medium Niger seed agar (NSA) untuk 500 m] agar

a. Ditimbang Guizotia abyssinica (bird seed = makanan burung) sebanyak 35
gram

b. Bird seed digiling menggunakan blender kering, dan dimasukkan ke dalam
labu erlenmeyer ukuran 1000 mL.

¢. Selanjutnya ditambahkan akuadestilata sebanyak 500 ml, dan direbus hingga
. mendidih selama 30 menit (rebusan diperhatikan jangan sampai meluap)

b, Setelah mendidih, rebusan bird seed disaring dengan kertas saring Whatman
no. 1 dan langsung dimasukkan dalam labu erlenmeyer ukuran 1000 mL,
volume cairan disesuaikan sampai mencapai 500 m! depgan menambahkan
akuadestilata.

c. Glukosa (0,5 g), KHzPO4 (0,5 g), kreatinin (0,35 g), agar Bacto (10 g), dan
kloramfenikol (0,025 g) yang telah ditimbang dimasukkan kedalam labu
erlenmeyer tersebut.

d. Jumlah cairan dalam labu disesvaikan sampai dengan 500 mL

e. Cairan medium dihomogenisasi dengan merebus hingga mendidih.

f. Kemudian cairan disterilisasi dengan tekanan | atm pada suhu 121°C selama
20 menit.

g. Disiapkan cawan-cawan petri steril
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h. Setelah medium selesai disterilisasi, langsung dituangkan perlahan-lahan ke
dalam cawan petri steril tersebut secara aseptik.
i. Medium yang telah dituangkan kedalam cawan petri dibiarkan pada suhu

ruangan hingga dingin dun mengeras, dan kemudian siap untuk digunakan

3. Pembuatan agar Canavanine Glycine-Bromthymol bfue / CGB (250 ml)

3.1 Persiapan pembuatan medinm CGB:

a. Untuk membuat larutan A, ditimbang Ghycine, KHaoPO4, MgSQy4, Thiamin
HCI, dan L-Canavanin sulfat sesuai resep. Semua bahan tersebut dimasukkan
dalam labu erlenmeyer ukuran 50 mi dan ditambahkan akuadestilata sebanyak
25 mi. Selanjutnya dilakukan penyesuaian pH hingga 5,6 (dengan HCI 1 N)

b. Larutan tersebut disterilisasi dengan penyaringan, dengan langkah sebagai
berikut:

- Disiapkan alat sterilisasi untuk larutan A yang terdiri atas pompa penghisap
listrik dan pipa penghisap yang dibersihkan dengan kapas alkoho! sebelum

digunakan.

~ - Labu penampung cairan filtrat (labu berlubang pada leher dilengkapi dengan

tutup dan sumbat karet, dan kertas saring (Sartorius 0,22 pm) semua alat
sudah dalam keadaan aseptik/ steril dan terpasang baik.

- Pipa karet dihubungkan dengan pompa penghisap, dan ujung yang lain
setelah dibersihkan dengan kapas alkoho! dihubungkan dengan lubang kecil
pada leher labu penampung.

- Sesudah semua alat terpasang, pompa penghisap dinyalakan, kemudian
dengan hati-hati penutup fabu dibuka (seluruh proses secara aseptik) dan
larutan A ditvangkan sedikit-sedikit ke dalam labu penampung. Larutan akan
tersaring melalui kertas saring yang telah dipasang

- Setelah selesai proses filtrasi, diperoleh larutan A steril, yang dapat disimpan
dalam pendingin (suhu % 4°C) sampai digunakan.

c. Pembuatan larutan B, dilakukan dengan lebih dulu menimbang Bromtimol

biru yang dicampur dengan larutan NaOH 0,01 N (16 ml). Kedua bahan
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tesebut dicampurkan dalam labu erienmeyer ukuran 50 ml dan ditambahkan
akuadestilata sebanyak 9 ml.

d. Pembuatan medium agar dimulai dengan menimbang agar Bacto (BD
214010) sebanyak > g. Kemudian agar tersebut ditambah larutan B sebanyak 5
ml, selanjutnya dilakukan pemanasan diatas stirer sampai homogen selama 15
menit. Setelah homogen, warna medium menjadi hijau kekuningan. Campuran
agar dan larutan B disterilkan dengan autoklaf pada tekanan | atm, suhu
121°C, selama 20 menit.

e. Sesudah sterilisasi selesai campuran larutan B dan agar Bacto didinginkan
hingga mencapai suhu 48 — 50°C

f. Larutan A dikeluarkan dari lemari es dan dihangatkan pada suhu
kamar.Sebanyak 25 ml larutan A dituangkan kedalam labu berisi campuran
agar Bacto dan larutan B. Suhu dijaga tetap 48°C dengan meletakkannya
dalam penangas air (48 - 50°C).

g. Dislapkan cawan petri steri] sebagai wadah medium

h. Medium segera dituangkan dalam cawan petri steril (secara aseptik dengan
memanaskan mulut lzbu pada saat menuangkan medium cair ke cawan petri).
Proses penuangan  dilakukan sesegera mungkin  untuk  menghindari
kontaminasi.

i. Medium dibiarkan pada suhu kamar sampai mengeras, kemudian langsung
disimpan dalam lemari pendingin (suhu 4 - 8°C) hingga saatnya digunakan.

j- Apabiia akan digunakan, medium CGB lebih dulu dikeluarkan dari lemari

pendingin dan disesuaikan dengan suhu kamar.

4. Pembuatan medium creatinine dextrose bromthymol thymine (CDBT):
a. Bahan-bahan larutan A lebih dulu ditimbang dan ditampung dalam labu
erlenmeyer. Kemudian ditambahkan akuadestilata sebanyak 980 ml Dilakukan

penyesuaian pH hingga 5,6 dengan HCi 1 N.
b. Selanjutnya larutan A disimpan dalam lemari pendingin (suhu £ 4 - §°C)
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¢. Untuk membuat larutan B, Bromtimol biru ditimbang dalam 64 ml NaOH
0,01 N, Kemudian ditambahkan 36 mi akuadestilata.

d. Tahap terakhir adalah pembuatan medium dengan mencampurkan larutan A
sebanyak 980 ml dan larutan B sebanyak 20 ml dalam labu erlenmeyer.
Selanjutnya ditambahkan 20 g agar Bacto.

e. Labu berisi larutan medium disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit.

f. Sesudah sterilisasi, medium didinginkan hingga mencapai suhu 48°C - 50°C.
g. Disiapkan cawan petri steril sebagai wadah medium.

h. Kemudian medium dituang kedalam cawan petri steril secara aseptik dengan
memanaskan mulut tabung setiap kali akan menuang larutan agar. Proses ini
dilakukan sesegera mungkin untuk menghindari kontaminasi.

i. Agar dibiarkan mengeras pada suhu kamar, selanjutnya siap untuk

digunakan.

3.8 Pemeriksaan bahan klinik

Untuk menemukan dan mengisolasi Cryptococcus dart cairan otak dilakukan
pemeriksaan sebagai berikut :

1. Pemeriksaan langsung dengan tinta india:

Cairan otak diputar pada kecepatan 5000 rpm selama 5 — 10 menit, sehingga
diperoleh endapan. Kemudian endapan diambil dengan sengkelit bulat steril,
lalu dicampurkan dengan satu teies tinta India (tinta Cina) diatas kaca objek,
dan ditutup dengan kaca penutup. Selanjutnya sediaan dibaca dibawah
mikroskop dengan pembesaran 100x diteruskan dengan pembesaran 400x.
Sediaan dinyatakan (+) Cryptococcus apabila ditemukan sel ragi berkapsul.
Bila ditemukan jamur selanjutnya bahan klinik dibiak pada agar SDA.

2. Penanaman pada medium SDA:

Endapan diambil dengan sengkelit bulat steril. Selanjutnya sengkelit
digoreskan pada seluruh permukaan medium SDA dan biakan diamati setiap

hari. Biakan dinyatakan positif apabila tampak pertumbuhan koloni ragi dalam
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waktu 3-10 hari. Bila dalam 10 hari tidak ada pertumbuhan biakan dianggap
negatif.

Untuk menetapkan apakah koloni yang tumbuh memang Crypfococcus,
dilakukari pemeriksaan mikroskopis dengan tinta India dengan cara sama
seperti di atas.

3. Isolasi Cryplococcus dari bahan klinik lain (kulit, darah).

Bahan klinik langsung ditanam pada agar SDA. Untuk memastikan koloni yang
tumbuh, diletakkan pada kaca objek, lalu diteteskan satu tetes tinta Cina
(India), dan dicampurkan dengan bantuan sengkelit bulat diatas gelas objek.
Sediaan ditutup dengan kaca penutup. Selanjutnya dilakukan pembacaan
dibawah mikroskop dengan pembesaran 100x dan 400x. Biakan dinyatakan (+)

Cryptococcus apabila ditemukan sel ragi berkapsul.

4. Isolat koleksi Departemen Parasitologi FKUI :

Dilakukan kultur ulang pada medium SDA dengan mengambil sedikit koloni
Cryptococcus dari tabung biakan yang lama dan ditanam pada medium SDA
yang baru.

3.8.1 Membedakan spesies Cryptococcus neoformans dari khamir dan
spesies Cryptococcus lain dengan uji asimilasi (kit API 20C AUX-

Biomerieux-Prancis).

Koloni Cryptococcus yang dipakai harus berumur 18 — 24 jam, sehingga
harus dilakukan pembiakan ulang pada medium SDA. Selanjutnya dilakukan
uji asimilasi karbohidrat seperti berikut ini:

a. Disiapkan 2 ml larutan NaCl sebagai media tanam.

b. Disuspensikan sedikit biakan Cryptococcus pada larutan NaCl tersebut
sambil dihomogenisasi dengan bantuan sengkelit bulat steril. Kekeruhan
suspensi dibandingkan dengan larutan McFarland 2 (standar).

¢ Disiapkan nampan APl 20C AUX, yang terdiri atas 20 sumur berisi

karbohidrat yang berbeda-beda, dan tutup nampan yang tersedia. Sumur
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karbohidrat yang paling kiri merupakan kontrol negatif (tidak berisi
karbohidrat). Di dasar sumur tampak garis merah untuk memudahkan
pembacaan. Hasil pembacaan dicatat dan disesuaikan dengan pola yang
terdapat dalam program API web software. Pembacaan dilakukan dengan mata
telanjang, dengan bantuan garis merah di dasar tabung dan dibandingkan
dengan kontrol negatif/ jernih (Gambar 2). Sesuai dengan spesies yang tumbuh
akan didapat pola asimilasi yang berbeda. Hasil pembacaan disesuaikan

dengan pola standar, sehingga spesies yang tepat dapat diketahui.

Gambar 2, Asimilasi Karbohidrat dengan API 20C AUX

0 Glu

Gly |2KG ARA XYL |ADO XLT GAL | INO S0R MDG [NAG CEL LAC |MAL SAC TRE| MLZ RAF

Ket. Gambar 2: komposisi karbohidrat dalam kit API 20C AUX untuk  identifikasi
spesies,mulai dari ujung kiri adalah kontrol negatif (0). Sumur terletak dibawah masing-masing
kolom nama/ singkatan karbohidrat, yang akan diisi suspensi jamur. Terdapat garis/ strip
merab untuk memudahkan pembacaan. Kekeruhan dibaca positif, jernih dibaca negatif.

_d. Suspensi jamur dalam NaCl diambil sebanyak 100 ul dengan pipet stecil

dimasukkan dalam ampul API 20C AUX. Homogenisasi dilakukan dengan
pipet dan tidak boleh terbentuk gelembung udara.

e. Selanjutnya inokulumm dalam ampul medium API 20C AUX diteteskan
dengan bantuan pipet steril ke dalam masing-masing sumur yang tersedia,
dimulai dari tabung kontro] negatif di ujung kiri. Permukaan sumur setelah
diisi harus cembung atau datar.

f. Nampan ditutup dengan penutup yang tersedia. Selanjutnya masing- masing
nampan diberi label pada bagian tepi nampan dan diinkubasi pada suhu kamar
(27 - 31°C).

Pengamatan dilakukan pada 48 jam dan 72 jam untuk melihat kekeruhan pada
tabung. Pertumbuhan dicatat dan disesvaikan dengan pola yang terdapat dalam
program API web software. Hasil positif bila tampak kekeruhan pada sumur

yang telah diinokulasi jamur.
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Tabel 2. Pola Asimilasi Cryptecoccus sp dengan APl 20C AUX

Jenis karbohidrat Spesies Cryplocaccus
Cr.mn Cr. ! Cr. alb Cr. ter Cr. un

D-Glucosa + + + + +
Glycerol - +- - - +/-
Calcium 2-kete-glucenat + + + + +
L-arabinosa +- + + + +
D-xylosa + + + + +
Adoenitol + + N - +/-
Xylitol = + - - .
D-galactosa + + - + -
Inositol + + + + +
D-sorbitol + + + + +
Methyl-aD-glucopiranosid + + + + +
N-asetyl glucosamin + + - + =
D-cellobiose +/a + o + _
D-lactosa = + e + .
D-maltosa + + + 3 +
D-sacharosa + + + 3 +
D-trehalosa + + + + ¥
D-melezitasa + + + - +
D-raffinosa + + + . +/-

Ket. Tabel. 2: Pola asimilasi karbohidrat Cryptococcus sp. Nilai positif menunjukkan adanya
kekeruhan pada suraur, nilai (+/-) menunjukkan bahwa kekeruhan sangat lemah ningga hampir
negatif (jernih}, sedangkan nilal negatif menuvnjukkan tidak ada kekeruhan pada sumor (fernil:}.
Cr. n= Cr. neoformans, Cr. { = Cr. laurentii, Cr. alb = Cr. albidus, Cr. ter = Cr. terreus, Cr.
un = Cr. uniguttulaius. {(Sumber Ref. API 20C AUX, no. 20210)

3.8.2 Uji fisiologik dengan germ fube formation test (GT test).

Untuk membedakan khamir Crypfococcus dengan Candida albicans,
dilakukan penanaman Cryprococcus (koloni diambil dari biakan SDA berumur
24 - 72 jam) pada putih telur (2 ml). Dilakukan homogenisasi dengan sengkelit
lurus steril. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C, selama 2 — 3 jam. Setelah
inkubasi dilakukan pemeriksaan mikroskopis untuk mencari germ tube, yaitu

sel ragi bertunas panjang atau berkecambah. Khamir Crypfococcus tidak
membentuk germ tube.
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3.8.3 Membedakan Cr. neoformans dan Cr. gattii

Untuk membedakannya digunakan media agar CGB dengan cara:

a. Sampel Cryptococcus dari medium SDA ditanam pada medium agar CGB.
Penanaman ini dilakukan dalam ruang steril (hoed) untuk menghindarkan
kontaminasi.

b. Biakan diinkubasi pada suhu kamar. Diamati pertumbuhan jamur dan
perubahan warna medium sampai lima hari.

Apabila koloni yang tumbuh adalah Cryptococcus gattii, medium berubah
warna menjadi biru tembaga. Medium agar tetap berwarna kuning cerah

apabila koloni yang tumbuh adalah Cr. negformans.

3.8.4 Membedakan Cr. neoformans varietas neoformans (serotipe D) dan

Cr. neoformans varietas grubii (serotipe A).

a. Untuk menanam pada medium agar CDBT sebelumnya isolat ditanam pada
medium SDA. Jamur yang digunakan berumur 24 — 48 jam. Selanjutnya isolat
ditanam pada agar CDBT dan diinkubasi pada suhu 28°C. -

b. Pengamatan dilakukan selama lima hari. Apabila koloni yang tumbuh Cr.
neoformans var. neoformans (serotipe D), koloni yang tumbuh berwama merah
cerah diikuti dengan perubahan wama medium CDBT dari kuning terang
menjadi oranye pada hari ke lima. Apabila koloni yang tumbuh Cr.
neoformans var. grubii (serotipe A), koloni yang tumbuh berwarna pucat (krem

jingga) dan warna medium tidak berubah.

3.8.5 Pembentukan pigmen melanin diamati dengan menumbuhkan

jamur pada medium riger seed agar (NSA).

Semua sampel yang sudah dikultur pada medium SDA, selanjutnya dibiak
pada agar NSA.
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Caranya dengan mengambil sedikit isolat Cryptococcus dari medivm SDA
dengan sengkelit steril berujung bulat. Kemudian sengkelit digoreskan
keseluruh permukaan medium NSA. Biakan diinkubasi pada suhu kamar dan
diamati setiap hart selama satu minggu. Hasil positif bila koloni yang tumbuh

berwarna coklat tengguli, mukoid dengan permukaan halus.

3.9 Prosedur pengumpulan data demografis dan geografis

Data geografis dan demografis didapat dari catatan pasien dan bantuan
Departemen Neurologi (FKUI-RSCM)
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Alur Penelitian

Pasien AIDS dengan
kriptokokosis
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Koleksi departemen Parasitologi FKUI I I Bahan Klinik

I

l LCS (sentrifugasi 3000 rpm 5-10%)
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Tima india
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Untuk keperiuan epidemiologi, dikumpulkan data demografi (nama, umur,
jenis kelamin) dan geografis (alamat) penderita untuk melihat penyebaran

penyakit di Jakarta dan sekitarnya.
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

Selama kurun waktu penelitian sejak Agustus 2007 - Juli 2008 telah ditelit
65 1solat Cryptococcus yang diisolasi dari pasien AIDS dengan kriptokokosis.
Pasien AIDS tersebut terdiri atas enam puluh satu orang penderita
kriptokokosis meningeal, dua orang penderita kriptokokosis kulit, dan dua
orang penderita kriptokokemia (Tabel 3)

Tabel 3. Bahan Klinik Asal Isolat Cryptococcus

Diagnosis Bahan klinik n
- Knptokokosis meningeal cairan otak 61
- Kriptokokosis kulit kulit 2
- Kiriptokokemia darah 2

4.1 Data Demografis dan geografis

Pasien AIDS yang menderita kriptokokosis terdiri atas 40 orang laki-laki dan
12 orang perempuan. Dari total 65 pasien hanya 52 orang yang disertai dengan
data demografis. Kelompok usia antara 25 — 30 tahun merupakan kelompok
usia terbanyak. Sebagian besar pasien bertempat tinggal di wilayah
Jabodetabek dan sebagian kecil berasal dari Bandung (Tabel 4).
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Tabel 4. Data Demografis dan Geografis Pasien

33

Jenis kelamin

Jumlah

Laki — laki

Perempuan

40

12

Usia

20-25
25-30
31-35
3640
> 40

P vaUR

Domisili

Jumlah

Jakarta Pusat
Jakarta Selatan
Jakarta Timur
Jakarta Barat
Jakarta Utara

Bekasi
Tangerang
Depok
Bogor
Bandung

™ B 71

L~ R

Dari total 65 pasien yang diteliti, hanya 27 pasien yang disertai data alamat
tempat tinggal (domisili). Pasien tersebut beraasal dari berbagai wilayah di
Jakarta. Di Jakarta Selatan dan jakarta Timur masing-masing tujuh pasien,
sedangkan wilayah lain berkisar antara satu sampai [ima orang. Pasien dari
Bandung tidak disertai data rinci tentang wilayah tempat tinggal.
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4.2 Penelitian mikologi

Pengumpulan bahan dilakukan sejak Agustus 2007 — Juli 2008. Dari total 65
isolat yang diteliti, sebanyak 40 isolat merupakan isolat koleksi Departemen
Parasitologi FKUI. Isolat tersebut diisolasi dari pasien AIDS dengan
kriptokokosis. Sisanya adalah isolat yang diisolasi dari pasien AIDS dengan
dugaan kriptokokosis yang bahan kliniknya dikirim ke laboratorium Mikologi
untuk kepentingan ddiagnosis. Bahan klinik yang diperiksa berupa 45 bahan
cairan otak, dua spesimen kulit dan 2 spesimen darah penderita AIDS yang
diduga kriptokokosis. Dari 45 bahan cairan otak yang diperiksa, sebanyak 21
isolat positif Cryptococcus dengan pemeriksaan tinta India. Sedangkan untuk
isolasi jamur dari bahan klinik kulit dan darah langsung ditanam pada medium
SDA. Pada medium tersebut jamur tumbuh sebagai koloni khamir berwarna
putih krem, mukoid dengan permukaan halus (Gambar 2b). Baik pada
pemeriksaan mikroskopis cairan otak dan koloni jamur demgan tinta India,
ditemukan sel ragi bulat tunggal atau bertunas dan berkapsul/ bersimpai
(Gambar 4a).

Gambar 3. a. Cryplococcus pada Pemeriksaan Tinta India
b. Koloni Khamir Cryplococesus
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Tabel 5. Hasil Pemeriksaan Isolat Klinik Crypiococcus yang Diisclagi dari 65 Pasien

AIDS

Pemeriksaan mikologi

Hasil

Uji pembentukan germ tube

Positif
Negatif

Asimilasi karbohidrat
(API 20C AUX)

Cr. neaformans
Cr. laurentii
Khamir lain

Penetapan spesies dengan medium
Canavanine glycine bromthymol
Blue (CGB)

Cr. neoformans
Cr. gattii

Penetapan serotipe C¥. neaformans
Dengan medivm creatinine dextrose
Bromthymol thymine (CDBT)

Cr. neoformans serotipe A
Cr. neoformans sergtipe D

65

65

65
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Dan pemeriksaan germ tube terhadap 65 isolat klinik Cryptococcus, sesudah
inkubasi dalam putih telur pada suhu 37°C selama 2-3 jam, didapatkan bahwa
khamir yang diteliti tidak ada yang membentuk tunas berkecambah (Tabel 5)

Gambar 4, Uji Pembentukan GermTtube pada Khamir Crypfecoccus Dibandingkan
dengan Candida albicans

Khamir Candida albicans Khamir Cryplococcus

Sistem identifikasi dengan kit API 20C AUX berjalan dengan baik yang
ditandai oleh kontrol negatif yang selalu negatif (jernih, tidak ada
kontaminasi). Hasil pemeriksaan asimilasi karbohidrat (kit API 20C AUX-
Biomericux, Prancis), pada pengamatan 72 jam, didapatkan bahwa hampir
seluruh isolat yang diteliti teridentifikasi sebagai Cr. neoformans (Tabel 3).
Profil atan pola asimilasi karbohidrat yang didapatkan pada penelitian ini
tercantum pada Tabel 6. Apabila dirujuk pada API web software ternyata hasil
identifikasi tidak mencapai 100 % (83 - 99%). Satu isolat teridentifikasi
sebagat Cryptococcus laurentii (70,9%) dan Cr. necoformans  (28,8%).
Berdasarkan pola asimilasi karbohidrat (tabel 3), isolat tersebut sesuai dengan
Cr. laurentii, tetapi ada perbedaan pada satu karbohidrat yaitu Methyi-aD-
glucopiranosid, menunjukkan reaksi negatif. Untuk memastikan hasil tersebut,
pemeriksaan diulang dan memberikan hasil yang sama (Tabel 6).
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Tabel 6. Hasil Pola Asimilasi Iselat Cryptococcus pada Kit API 20C AUX

Karbohidrat 48 jam 72 3am
Posinf negatif positif negatif
Glu 85 - 65 -
Gly - 65 - 65
2ZKG 65 - 65 -
ARA 46 19 56 9
XYL 50 15 65 -
ADO 40 25 65 -
Xt - 65 5 &
GAL 65 0 65 0
INO 9 56 64 1
SOR 65 - 65 -
MDG 61 1 64 1
NAG 60 5 60 5
CEL 6 59 40 25
LAC - 65 - 65
MAL 65 - 65 -
SAC 65 - 65 -
TRE 47 18 62 =3
MLZ 64 1 64 1
RAF 56 9 63 2

Ket Tabel 6: Pembacaan kekeruhan pada sumur karbohidrat dari 65 isolat yang dirujuk pada
API web software (Biomerieux-France) untuk mendapatkan pola asimilasi yang sesuai dengan
spesies yang dicari

Hasil penetapan spesies Cryprococcus untuk membedakan Cr. neoformans
dan Cr. gattii memperlihatkan hasil bahwa 65 isolat yang diperiksa seluruhnya
adalah Cr. neoformans (Tabel 5). Pada medium agar CGB, tidak ditemukan
pertumbuhan kolon dan perubahan agar menjadi biru terang.
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Gambar. 5 ;. Penanaman keloni Cryplococcus pada medinm CGB, Hasil (-)

Hasil penetapan serotipe Cryptococcus neaformans (serotipe A dan D),
menunjukkan seluruh sampel yang ditanam pada medium CDBT tumbuh
sebagai koloni ragi yang berwarna kuning pucat. Hingga hari ke lLima
pengamatan tidak terjadi perubahan warna medium dan kuning terang menjadi
jingga/ oranye yang menunjukkan bahwa jamur tersebut Cr. neoformans var.

grubii atau Cr.neoformans serotipe A (Tabel 5).

Gambar 6. Biakan Cryplococcus pada hledium CDBT
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4.3 Penelitian virulensi

Tabel 7. Pembentukan Melanin pada Medium Niger Seed Agar

Pembentukan melanin Jumlah
+ -
Lsolat yang diperiksa 65 -
Jumlah 65 isolat

Ket. Tabel 7. Pada uji virulensi yaitu pembentukan pigmen melanin, sesudah fujuh
hari pengamatan, semua sampel tumbuh sebagai koloni berwama coklat gelap
dengan permukaan halus. Koloni coklat tengguli menunjukkan pembentukan
melanin,

Uji virulensi dilakukan dengan melihat pembentukan melanin pada agar NSA.
Selurvh isolat membentuk melanin, yang terlihat dengan tumbuhnya koloni
ragi berwarna coklat tengguli dengan permukaan halus pada medium tersebut
setelah dua hari inokulasi pada suhu kamar (Tabel 7).

Gambar 7. Biakan Cryprocoecus pada Medium NSA
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BAB §
PEMBAHASAN

Pada penelitian ini dilakukan penetapan spesies dan serotipe 65 isolat
Cryptococcus yang diisolasi dari bahan klinik yang berasal dari penderita
AIDS. Galur Cryptococcus tersebut sebagian merupakan isofat yang telah
disimpan sebagai koleksi Departemen Parasitologi FKUI dan 25 isolat diisolasi
dari bahan klinik yang berasal dari cairan otak, kulit dan darah penderita AIDS
dengan kriptokokosis. Bahan klinik yang diteliti baik cairan otak, kulit,
maupun darah berasal dari pasien AIDS penderita kriptokokosis. Pada pasien
terinfeksi HIV terjadi penurunan CD4 " sampai pada titik kritis < 200 sel/ mm>.
Pada kondist diatas pasien AIDS mudah terinfeksi oleh Cryptococcus dan
infeksi dapat menyebar dengan cepat karena rendahnya imunitas. Setelah di
inhalasi maka Cryptoceccus akan menyebar ke organ [ain terutama otak, yang
merupakan tempat predileksi. Pada pasien AIDS penyebaran terjadi lebih cepat
dan dapat meluas ke berbagai organ selain otak,' Penelitian ini membuktikan
bahwa kriptokokosis dapat menyerang kulit, dan dapat menyebabkan
kriptokokemia, selain meningitis.*’

Untuk menetapkan spesies dan serotipe dalam penelitian ini dilakukan
pemeriksaan uji pembentukan germ tube, uji asimilasi karbohidrat dengan kit
APl 20C AUX, penetapan spesies dengan medium CGB, dan penetapan
serotipe Cr. neoformans dengan medium CDBT. Penelitian tentang virulensi

dilakukan dengan menumbuhkan jamur pada agar NSA. Juga dikumpulkan
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data demografis dan geografis penderita kriptokokosis di wilayah Jabodetabek
dan Bandung untuk melihat penyebaran penyakit.

Golongan khamir, termasuk Cryprococcus, memerlukan sumber karbon
untuk metabolismenya. Karbohidrat akan diasimilasi untuk mendapatkan
karbon untuk kelangsungan hidupnya. Kemampuan Crypfococcus untuk
mengasimilasi karbohidraé akan membentuk pola spesifik bergantung pada
sifat biokimiawi yang sesuai dengan spesiesnya. Berdasarkan hal itu dipilih ujt
asimilasi untuk mengidentifikasi spesies Cr. neoformans. Kit APl 20C AUX
merupakan kit dengan deret gula untuk uji asimilasi. Uji tersebut positif
apabila tampak kekeruhan pada sumur uji, yang merupakan tanda pertumbuhan
jamur. Pembacaan dilakukan pada 48 jam, namun ada beberapa jenis
karbohidrat yang proses asimilasinya lambat, sehingga untuk jenis karbohidrat
yang mengalami proses asimilasi lambat, hasil baru dapat dibaca sesudah 72
~jam.

Pembacaan kemudian disesuaikan dengan pola asimilasi dalam
database yang ada dalam perangkat lunak API Software (Biomerieux,
Prancis), yaitu analytical profile index atan indeks analitik yang disusun
membentuk nomor profil.dan selanjutnya memperlikatkan rujukan spesies
yang diteliti. Dari selurub sampel yang diteliti, sebanyak 64 isolat membentuk
pola asimilasi yang sesuai dengan Cr. neoformans. Pembacaan hasil dengan
APl web software menunjukkan tingkat identifikasinya hanya 83 — 99%.
Tingkat identifikasi yang tak mencapai 100% agaknya terletak pada variasi

dalam spesies, yang tidak terbaca oleh sistem karena sistem dalam database
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" karbon.

tersebut kurang lengkap (Smith et al). *’ Selain itu kemampuan untuk
mengasimilasi gula berbeda antar galur dalam spesies Cryptococcus. Misalnya
arabinosa dapat memberikan hasil positif atau negatif, sehingga dalam
penyesuaian dengan index analitik soffwware tidak didapat hasil 100% identik.

Pembacaan dengan APl web software menunjukkan satu isolat
teridentifikasi sebagal; Cr. laurentii dengan tingkat kesamaan 70,9%. Cr.
neoformans kesetaraannya hanya 29,1%. Pola asimilasi karbohidrat untuk
isolat tersebut meskipun sesuai dengan Cr. lagurentii namun memperlihatkan
hasil negatif pada asimilasi methyl-aD-glucopiranoside (MDG). Pengulangan
dengan kit yang sama memberikan hasil yang sama. Menurut Lodder™® Cr.
laurentii var. laurentii dapat memberikan reaksi negatif pada asimilasi MDG.
Sehingga disimpulkan bahwa isolat tersebut adalah Cr. laurentii varietas
laurentii, Varietas tersebut tidak dapat menggunakan MDG sebagai sumber
APl web software menyatakan peluang identifiksai isolat tersebut
sebagai Cr. neoformans hanya sebesar 29,1%. Hal itu mungkin karena pasien
tersebut terinfeksi olah galur Cr. neoformans yang memiliki pola genetis
berbeda yang tidak terbaca oleh APl web soffware. Hal itu misalnya terjadi
pada Candida nivariensis yang akan teridentifikasi sebagai Candida giabrata
pada uji asimilasi.>® Pembedaan saat ini hanya dapat dilakukan pada analisis
molekular.

Kit API 20C AUX bukanlah kit yang berdiri sendiri. Oleh produsen

dianjurkan untuk melakukan uji morfologi untuk pemastian identifikasi. Dalam
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penclitian ini dilakukan uji pembentukan germ rube untuk menegaskan bahwa
jamur uji bukantah Candida.

Uji pembentukan germ tube diakukan dengan medium putih telur untuk
merangsang pembentukan germ tube. Medium ini mudah diperoleh dan
disiapkan, seirta murah. Metode uji pembentukan germ tube pertama kali
ditemukan oleh Reynoids dan Braude *® sebagai uji fisiologik yang khas dan
dibentuk oleh C. alfbicans. Selanjutnya diketahui bahwa selain oleh C.
albicans germ tube juga dibentuk oileh Candida tropicalis® Candida
dubliniensis**dan Candida stelatoidea™

Khamir selain dari golongan Candida tidak membentuk tunas/
kecambah dengan uji tersebut. Pada uji pembentukan germ (ube yang
dilakukan dalam penelitian ini didapatkan hasil bahwa khamir yang diuji
tidak ada yang membentuk germ tube. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
‘khamir yang diuji bukan golongan Candida. Khamir Cryptococcus tidak
membentuk tunas berkecambah, seperti pada sel khamir Candida.

Pada awalnya Cr. neoformans terdiri atas Cr. neoformans var.
neoformans dan Cr. neoformans var. gattii. Kit API 20C AUX hanya dapat
membedakan Cr. negformans dari spesies lain seperti Cr. albidus, Cr.
laurentii, dan lain-lain.*” Saat ini Cr. negformans var. gattii telah menjadi

2,156

spesies tersendiri sehingga diperlukan cara pemeriksaan lain untuk

membedakan Cr. neoformans dan Cr. gattii, yaitu media canavanine glycine

bromthymol biue (CGB).*?
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Medium CGB dibuat pertama kali dibuat untuk membedakan Cr
reoformans, var. neoformans (serotipe A dan D) dan Cr. neoformans varietas
gattii (serotipe B dan C). Medium selektif tersebut dikembangkan oleh Kwon
Chung et al.*® yang berhasil membedakan Cr. neoformans serotipe A, D dan
B, C berdasarkan kemampuan jamur menetralisir L-canavanine, yang bersifat
toksik terhadap . Cr. neoformans serotipe A, D. Hasil yang diharapkan adalah
perubahan warna medium menjadi biru terang bila yang tumbuh adalah Cr.
gantii, sedangkan Cr. neoformans tidak merubah warna medium.
Cryptococeus spesies lain akan memperlihatkan perubahan wama medium
dari kuning cerah menjadi hijau.

Pada penelitian ini seluruh sampel yang diperiksa, tidak tumbuh, dan
tidak terjadi perubahan warna medium CGB. Dapat disimpulkan bahwa
seluruh isolat yang diteliii adalah Cr. neoformans, termasuk satu isolat yang
teridentifikasi sebagai’ Cr. faurentii pada kit APl. Cr neoformans peka
terthadap L-Caravanine yang terdapat dalam medivm CGB sehingga tidak
tidak dapat tumbuh dan tidak menggunakan glisin sebagai sumber karbon,
sehingga tidak terjadi perubahan warna,*

Hal itu terjadi karena Cr. neoformans tidak memiliki sistemn
metabolisme yang mampu mengubah canavanine yang bersifat toksik, menjadi
komponen senyawa non toksik, artinya tidak mampu menetralisir toksisitas
canavanine. Jalur metabolisme khusus itu dimiliki oleh Cr. gattii. Sehingga
pada medium CGB, spesies tersebut mampu tumbuh, selanjutnya untuk

pertumbuhannya ia menguraikan giycine untuk mengambil karbon dari zat
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tersebut. Proses penguraian glycine yang menghasilkan karbon mengakibatkan
kenaikan pH medium menjadi basa, sehingga mengembalikan warna indikator
Bromtimol biru pada agar yang semula berwarna kuning muda.*

Franzot ez al’ menyatakan ada serotipe baru yang tergabung dalam Cr.
neoformans, yaitu Cr. neoformans varietas grubii atau Cr. neoformans serotipe
A. Berdasarkan penetapan spesies dengan medium CGB dan kit APl 20C AUX
didapatkan bahwa hampir seluruh isolat yang diteliti adalah Cr.neoformans.
Untuk itu perlu dilakukan uji penetapan serotipe dengan menggunakan
medium CDBT. Medium selektif untuk penetapan serotipe Cr. neoformans.
Medium tersebut mampu membedakan Cr. rneoformans var. neojormans
{serotipe D) dan Cr. neoformans var. grubii (serotipe A). Seluruh sampel yang
ditanam tumbuh sebagai koloni pucat kekuningan dan tidak mengubah warna
medium menjadi jingga/ oranye. Sehingga dapat disimpulkan bahwa isolat
tersebut’ adalah Cr. neoformans var. grubii atau Cr. neoformans serotipe A.
Hasil penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian di berbagai negara yang
menemukan bahwa penyebab utama kriptokokosis pada AIDS adalah Cr.
neoformans var. grubii (serotipe A).* Selain itu kriptokokosis pada AIDS juga
dapat disebabkan oleh Cr. neoformans var. neoformars (serotipe D), namun
penyebarannya hanya terbatas di wilayah Eropa®™. Sementara itu beberapa
kasus kriptokokosis gattii pada AIDS dilaporkan di Afrika Selatan dan
Amerika..?*

Cr. negformans serotipe A diketahui menyebabkan kriptokokosis pada

penderita dengan gangguan imunitas terutama penderita AIDS. Gambaran
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klinis yang paling sering ditemukan pada penderita AIDS adalah meningitis,'**
meskipun dapat ditemukan penyebaran ke organ lain seperti yang tercermin
dalam bahan klinik yang digunakan dalam penelitian ini. Pada penelitian ini
juga ditemukan bentuk klinis yang paling banyak yaitu meningitis.
Kriptokokosis neoformans diketahui lebih sering menyebabkan meningitis
Idibandingkan dengan kriptokokosis gattii. Kriptokokosis gatii  biasanya
menyerang hospes imunockompeten meskipun pernah dilaporkan menyebabkan
kelainan pada penderita AIDS. Kelainan yang disebabkan oleh Cr. neoformans
biasanya terbatas pada selaput otak sedangkan kriptokokosis gattii juga
menimbulkan kelainan parenkim misalnya massa pada otak. Adanya massa di
otak dapat disalah diagnosis dengan penyebab lain misalnya toksoplasmosis
pada AIDS yang biasanya menyebabkan tumor pada otak.”’” Kelainan SSP
yang disebabkan kriptokokosis gattii biasanya juga disertai dengan perdarahan

% Hal itu penting

paru schingga gambarain klinisnya menjadi lebih berat.
dalam tatalaksana karena meskipun obat yang diperlukan sama, yaitu
amfoterisin B dan flusitosin, namun penanganan pasien juga harus
memperhatikan adanya perdarahan paru dan peningkatan tekanan intrakranial
oleh massa di otak.5*>*

Uji virulensi terhadap isolat yang diteliti menunjukkan bahwa semua
isolat mampu membentuk pigmen melanin pada medium NSA. Pembentukan
melanin menunjukkan bahwa isolat tersebut memproduksi melanin sebagai

faktor virulen. Pigmen melanin merupakan salah satu faktor virulensi jamur

yang menentukan patogenitasnya terhadap hospes dan melindungi jamur

a6
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terhadap pengaruh sistem kekebalan tubuh hospes. Selain itu pigmen melanin
berfungsi melindungi Cryprococcus terhadap pengaruh sinar matahari dan
oksidasi oleh lingkungan. '

Dikembangkannya medium selektif bagi Cryptococcus berdasarkan
beberapa hal, yaitu 1) Cryptococcus sp, Cr. neoformans tumbuh lebih lambat
dibandingkan khamir lain 2) Sebagai medium identifikasi yang dapat
membedakan Cryprococcus, khususnya Cr. neoformans dari khamir lain.
Sehingga dalam medium selektif tersebut diberikan penambahan zat / substansi
yang dapat merangsang pertumbuhan koloni Cryptococcus, mencegah
pertumbuhan  bakterial atau organisme penghambat pertumbuhan
Cryptococcus, dan sekaligus memperlihatkan perbedaan identifikasi jamur
tersebut dibandingkan dengan khamir lain. Penambahan Antibiotik dan
medium dengan kadar pH yang rendah untuk mencegah pertumbuhan bakteri
pengganggu. Faktor lain sebagai penghambai tumbuhnya jamur pengganggu
adalah dengan melakukan inkubasi medium pada suhu 37°C dan penambahan
bifenil 0,1% pada medium agar selektif Cryptococcus.’

Bird seed agar atau niger seed agar (BSA / NSA), merupakan medium
selektif Cryprococcus, yang pertama kali dikembangkan oleh Staib.*” Medium
tersebut mengandung tanaman Guizotia abyssinica (bird seed) yang
memungkinkan Cr. negformans, membentuk melanin dari bird seed. Selain
untuk mengetahui pembentukan faktor virulen koloni khamir berwarna coklat

hingga coklat gelap (coklat tengguli) dapat bersifat untuk identifikasi

Cryptococcus. Dalam penelitian lain oleh Currie et a/* berhasil pula
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dikembangkan medium bird seed dengan penambahan bifenil dan L-Dopa. L-
Dopa berfungsi mempercepat pembentukan pigmen melanin. '

Dari hasil pencatatan demografis, ternyata sebagian besar penderita
AIDS dengan kriptokokosis adalah laki-lakiyang tinggal di Jakarta dan
sekitarnya. Laki-laki memiliki peluang untuk mendapatkan kriptokokosis
karena dua hal. Kriptokokosis adalah penyakit yang berasal dari lingkungan,’*?
dan laki-laki dianggap lebih terpajan terhadap iingkungan. Selain itu, melihat
bahwa jumlah laki-laki penderita AIDS lebih banyak maka laki-laki yang
terpajan tentu lebih banyak dibandingikan perempuan. Alasan kedua, diketahui
bahwa estrogen menghambat pertumbuhan jamur secara in vitro®'. sehingga
kriptokokosis pada perempuan lebih sedikit.™

Usia 25 — 30 tahun merupakan kelompok terbanyak, diikuti kelompok
usia 20-24 tahun. Selama ini diketahui untuk Jakarta dan sekitan:ya penderita
AIDS berada pada rentang usia tersebut. Hal itu tidak berpeda dengan
penelitian Mboi dan Smith®® yang menyatakan bahwa infeksi HIV di
Jabodetabek berhubungan dengan penggunaan narkoba suntik pada usia remaja
yang memungkinkan infeksi HIV. Pasien akan memasuki fase AIDS dalam
waktu 5-10 tahun kemudian.

Berdasarkan domisili pasien AIDS dengan kriptokokosis ternyata
penderita tinggal di wilayah Jabodetabek, Bogor dan Bandung. Di Jakarta,
pasien tersebar di lima wilayah DKI Jakarta, dan yang terbanyak di Jakarta

Selatan dan Jakarta Timur. Di Bandung ada 4 pasien dan Bogor | pasien. Di

wilayah Tangerang dan Depok tidak tercatat ada penderita AIDS dengan

48

Universitas indonesia

Penetapan spesies..., Zaira Naftassa, FK Ul, 2008



kriptokokosis. Penyebaran tersebut tampaknya lebih luas daripada hal vang
tercalat, karena dari 65 pasien hanya 27 pasien yang disertai data domisili yang
jelas. Sehingga besar kemungkinan penyebaran pasien juga meliputi
Tangerang dan Depok, mengingat bahwa pasien AIDS terdistribusi di selurub
wilayah Jabodetabek. Hal itu menunjukkan bahwa sumber penularan
kriptokokosis ditemukan di semua wilayah tersebut. Di Jakarta dan Bekasi
telah diisolasi Cryptecoccus pada kotoran merpati.*® Tampaknya sumber
infeksi juga terdapat di daerah pasien tersebut berdomisili. Saat ini diketahui
sumber infeksi Cryptococcus lain, misalnya debu rumah, pepohonan, sarang
lebah dan buah-buahan.”®3' Sumber infeksi juga mungkin berada di sekitar
tempat tinggal penderita AIDS dengan kriptokokosis. Hal itu perlu diteliti lebih
jauh sehingga sumber penularan dapat diidentifikasi. Didientifikasinys habitat

Cryptocoecus, di alam memungkinkan untuk dilakukan upaya pencegahan.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

6.2

Dari penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Untuk membedakan Cr. negforinans dengan Cryptococcus dan khamir
lain dengan kit API 20C AUX memperlihatkan jamur yang diteliti

adalah Cr. neoformans dan Cr. laurentii varietas laurentii.

2. Hasil uji pembentukan germ tube memperlihatkan bahwa jamur yang
diteliti bukan golongan Candida.

3. Uiji penetapan spesies Cryptococcus dengan medium CGB, ternyata
Jamur yang diuji adalah Cr. neoformans.

4. Penetapan serotipe Cr. neoformans dengan agar CDBT menunjukkan
bahwa jamur yang.diuji adalah Cr. neoformans var. grubii.

5. Uji virulensi memperlihatkan pembentukan pigmen melanin pada
sermuz isolat.

Saran

Diperlukan uji molekular untuk menentukan pola genetik isolat

Cryptococcus yang diteliti sehingga didapat profil genetiknya, berdasarkan

hasil identifikasi spesies Cryptococcus yang didapat pada uji asimilasi
karbohidrat dengan kit API 20C AUX.
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Penetapan Spesies dan Varietas Cryptoceccus yang diisolasi dari Pasien AIDS dengan
Kriptokokosis

Retno Wahyuningsih,* Zaira Naftassa,* Mulyati

Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia

Cryptococcus merupakan khamir bersimpai yang menyebabkan kriptokokosis dan pada era
HIV/AIDS jumlah kasus meningkat tajam. Manifestasi klinik kriptokokosis berbeda sesuai
dengan spesies dan serofipe, sehingga identifikasi menjadi sangat penting. Selain itu
penetapan spesies penting untuk studi epidemiologis kriptokokosts. Penelitian ini merupakan
penelitian deskriptif untuk mengidentifikasi spesies dan serofipe serta virulensi jamur. Selai
itu ingin dikeiahui penyebaran penyakit di Jabodetabek. Bahan yang diperiksa adalah 40
isolat koleksi Departemen Parasitologi FKUI dan 25 isolat dari cairan otak kulit dan darah.
Metode pemeriksaan terdiri atas uji asimilasi (kit API 20C AUX), uji pembentukan germ
tube, biakan pada medium CGB dan CDBT dan NSA. Penyebaran kasus kriptokokosis
diadapatkan berdasarjkan domisili pasien. Hasil uji asimilasi didapatkan Cr. neoformans {64
isolat), Cr. laurentii var. laurentii (1 isolat), Hasil uji pembentukan germ mbe didapatkan
bahwa jamur yang diteliti bukan golongan Candida. Penetapan spesies dengan medium CGB
didapatkan seluruh isolat adalah Cr. neoformans. Hasil penetapan serotipe dengan medium
CDBT didapatkan seluruh isolat adalah Cr. neoformans serotipe A. Uji virulensi dengan
medium NSA memperlihatkan pembentukan pigmen melanin pada semua isolat. Data
demografis menunjukkan distribusi penderita kriptokokosis di lima wilayah DKI, Bogor dan
Bandung,

Kata kunci: Cryplococcus, serotipe HIV/AIDS, melanin, distribusi pasien

Pada penderita gangguan sistem imun berat yang
disebabkan oleh infeksi HIV, terjadi penurunan
imunitas yang dapat diketahui dan turunnya
jumlah sel CDy" dalam darah. Apabila hitung sel
tersebut <200/ pi akan muncul berbagai infeksi
oportunistik yang dapat disebabkan oleh
protozoa, bakteri, virus ataupun jamur, Jamur
yang dapat menyebabkan infeksi oportunis
antara lain Cryplococens negformans, dan
infeksinya  disebut  dengan  kriptokckosis.
Kriptokokosis akan muncul apabils jumlah sel
CD," menurun hingga 100 sel/p! atau kurang.!
Cryptococcus yang berads di alam (biasanya
terdapat pada kotoran burung merpati dan
pepohonan) memasuki tubuh inang melalui
inhalasi sel ragi (basidiospora) terdehidrasi ke
dalam paru. Dalam paru jamur akan menjalani
proses rehidrasi dan selanjutnya tergantung pada
kondisi pasien, dapat memjadi saprofit pada
individu imunokompeten atew meluas pada
individu imunokompromis seperti AIDS, Setelah
beberapa waktu, jamur tersebut akan menyebar
secara hematogen ke berbagai organ.
Cryptococcus penyebab kriptokokosis dibedakan
menjadi dua spesies, yaitu Cr. neoformans dan

Cr. gattii. Kedua spesies itu memiliki wilayah
distribusi  yang berbeda. Cr.  neoformans
ditemukan di berbagai belahan dunia serta erat
kaitannya dengan sumber di alam yaitu tanah
atau lingkungan yang tercemar kotoran burung
merpati.™* Cr. gattii  diketahvi  memiliki
distribusi di wilayah beriklim tropis dan
subtroPis seperti Australia dan Kanada bagian
barat 33

Terdapat dua varietas Cr. neoformans yaitu Cr.
neoformans varietas neoformans (serotipe D) dan
Cr. neoformans varietas grubii (serotipe A).* Cr.
negformans  varietas grubii  lebih  sering
ditemukan pada pasien AIDS sedangkan Cr.
gattii | biasanya  ditemukan pada pasien
imunokompeten.”*"Selain itu Cryprococcus lain
yang dapat ditemukan pada manusia adalsh
Cryptococeus albidus, Cryptococcus laurentii
dan Crpiococcus uniguttulatus. Ketiga spesies
ity memang tidek menjadi penyebab utama
kriptokokosis pada manusia, tetapi ditemukan
Pada kasus-kasus pasien AIDS meskipun jarang.
SAIL Cp albidus dan Cr. laurentii memiliki
habitat yang kosmopolit, diantaranya pada
tanaman, air, udara, mamalia, dan kadang pada
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orang sehat jamur-jamur tersebut ditemukan di
permukaan kulit sebagai saprofit.!

Prevalensi  kriptokokosis  meningeal Pada
penderita AIDS di India sebesar 2,09%, ' di
Thailand 15% ' pada orang dewasa dan sebesar
2,97% pada anak-anak. ¥ Di Malawi 0,1%,
Afrika 15%,” Eropa Barat 2-10%'®, Kamboja
18%,"* dan pada umumnya penderita laki-
taki.'"*'**%!®  Dj Indonesia, khususnya Jakarta,
data  Departemen Parasitologi  FKU,
pemeriksaan cairan otak 102 pasien AIDS yang
menunjukkan  gejala  meningeal temyata
sebanyak 21,9% menderita kriptokokosis yang
dibuktikan dengan pemeriksaan tinta India dan
isolasi jarnur, °

Manifestasi klinis pada kriptokokosis agak
berbeda antara penderita imunokompeten dan
imunckompromis (AIDS). Pada pasien AIDS
manifestasi klinis yang paling sering didiagnosis
adalah meningitis. Penyakit tersebut mempunyai
angka kematian yang tinggi dan bila terlambat
dicbati selain berakibat fatal juga dapat
mengakibatkan kecacatan meskipun pasien
sembuh,

Manifestasi klinis lain yang ditemukan adalah
kriptokokosis kulit dan kriptokokemia. Pada
kulit kelainan yang timbul tidak khes, dapat
menyerupai  kelainan kulit biasa, misalnya
akneform, menyerupai moluskumn kontagiosum.
sampai kelainan kulit berat seperti selulitis ateu
abses !

Kriptokokosis pada penderita imunokompeten
umumnya memiliki manifestasi klinis pulmoner
meskipun kadang-kadang ditemukan
kriptokokesis  meningeal. Apabila  terjadi
kriptokokosis meningeal sering berhubungan
dengan kelainan otak yang lain seperti
hidrosefalus, atau kejang berulang.’

Isolasi jamur yang dilakukan di departemen
Parasitologi FKUI hingga saat ini belum
mencapai identifikasi spesies, sehingga belum
diketahui secara pasti spesies penyebabnya. Hal
itu terjadi karena diperlukan diagnosis sesegera
mungkin sebagai dasar pemberian tefapi.
Pemberian terapi dini akan mencegah kecacatan
dan kematian. Untuk itu identifikasi sampai ke
tingkat spesies dan serotipe sangat penting,
mengingat patogenesis, manifestasi klinik, seria
epidemiologi yang berbeda pada masing-masing
spesies, sehingga hal itu akan sangat berperan
dalam tatalaksana dan pencegahan penyakit
Patogenitas Crprococcus  ditentukan  oleh
beberapa hal, antara lain kemampuan tumbuh
pada suhu tinggi (37 - 40°C?, kapsul
polisakarida, dan produksi melanin.?' Faktor

tersebut disebut juga dengan faktor virulensi
Jamur.

Kemampuan jamur untuk tumbuh dan
beradaptasi pada suhu nommal tubuh manusia
menjadi salah satu alasan spesies tersebut
mampu menimbulkan kriptokokosis. Faktor
virulensi lain  adalzh kapsul pelisakarida,
glucuronoxylomannan (GXM). Jamur mutan
yang tidak berkapsul bersifat kurang virulen
terhadap binatang percobaan. Faktor virulensi
ketiga adalah pigmen melanin berwama coklat
gelap, yang dihasilkan dari pemecahan kompleks
difenolik Melanin melindungi jamur terhadap
pengaruh sinar matahari di alam dan pengaruh
sistem kekebalan manusia. Pada medium niger
seed/ bird seed agar (NSA) yang mengandung
kompleks fenol atau L-Dopa dapat diamati
pembentukan melanin setelah jamur ditanam
selama 5-7 hari. Cryprococcus tambuh sebagai
koloni ragi berwama coklat gelap.'”'

Untuk membedakan spesies Crypfococcus dapat
dilakukan berdasarkan asimilasi dan fermentasi
karbohidrat dengan AP 20C System Kit. Jamur
yang diinokulasikan pada sistem tersebut
kemudian diinkubasi pada suhu kamar (30°C})
selama 72 jam. Setelash inkubasi hasil positif
akan terlihat sebagai kekerchan rggda sumur
karbohidrat yang ditumbuhi jamur, 2%

Untuk membedakan Cr. neoformans dan Cr.

gattii dapat dilakukan secara biokimiz dengan
memakai medium biakan solid canavanine-
glycine-bromthymol blue (CGB). Cr. gattii,
serotipe B dan C mampu mengolah glycine
sehingga terjadi perubahan warna, sedan Cr.
neoformans tidak mengasimilasi ghrine.” Untuk
membedakannya dari khamir lain terutama
Candida  albicans maka dilakukan uji
pembentukan germ tube. Sel ragi/ khamir
Cryptococcus tidak membentuk  germ tube
sebagaimana C. albicans. *
Untuk membedskan Cr. neoformans serotipe A
dan D jamur ditanam pada medis agar Creatinine
dextrose bromthymo! thymine (CDBT). Cr.
negformans serotipe A tidsk menyebabkan
perubahan warna medium, sedangkan serotipe D
menyebabkan medium berubah wama menjadi
jingga terang dalam lima hari. **'

1.Bahan dan Cara Kerja

Penelitian  ini dilakukan di Departemen
Farasitologi, Universitas Indonesia. Sampel yang
diteliti dikumpulkan sejak Agustus 2007 — Juli
2008 yaitu 65 isolat Cryplococcus yang diisolasi
dari pasien AIDS dengan kriptokokosis, terdiri
dari 61 spesimen cairan otak, 2 spesimen kulit
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dan 2 spesimen darah. Ada tiga aspek yang
dipelajani, yaitu penelitian untuk menetapkan
spesies dan serotipe, fakior virulensi, dan
penelitian tentang data geografis dan demografis
penderiia,

Penelitian bagian pertama mermupakan penelitian
mikologi yang terdini atas 1) Penelitian tentang
uji asimilasi menggunakan kit API 20C AUX
Biomerieux — Prancis) untuk membedakan
Cryptococcus  dengan  khamir lain  dan
Croyplococcus spesies lain, 2} Penelitian untuk
membedakan khamir Cryplococcus  dengan
Candida albicans dengan melakukan uji
pembentukan germ tube (germ sube formation
test, GT) 3) Penelitian untuk membedakan
Cryptococcus neoformans dan Cr. gattii dengan
menumbuhkan jamur yang diteliti pada media
Canavanine Glycine Bromithymol blue (CGB) 4)
Penelitian =~ untuk  menetapkan  serotipe
Crypiococcus  yaitu membedakan Cr.
neoformans varietas neoformans (serotipe D)
dan Cr. neaformans varietas grubii (serotipe A)
dengan menumbuhkan jamur pada medium agar
creatinine dextrose bromthymol  thymine
{CDBT). Penelitian bagian kedua mermupakan
penelitian  tentang  virulensi  jamur  yaitu
mempelajari pembentukan pigmen melanin
dengan menumbuhkan jamur pada medium
kultur niger seed agar (NSA).

Pada penelitian bagian ke tiga akan dicatat
informasi demografis dan geografis pasien untuk
pemetaan wilayah penyebaran kriptokokosis.

2, Isolasi Cryptococcus

Untuk menemukan dan mengisolasi
Cryptococcus dari  caimn  otak dilaknkan
pemeriksaan sebagai benkut :

1. Pemeriksaan langsung dengan tinta
India:

Cairan otak diputar pada kecepatan 5000 1pm
selama 5 — 10 menit, sehingga diperoleh
endapan, Kemudian endapan diambil dengan
sengkelit bulat steril, lalu dicampurkan dengan
satu tetes tinta India (tinta Cina) diatas kaca
objek, dan ditutup dengan kaca penutup.
Selanjutnya sediaan dibaca dibawah mikroskop
dengan pembesaran 100x diteruskan dengan
pembesaran 400x.  Sediaan dinyatakan (+)
Cryptococcus  apabila ditemukan sel ragi
berkapsul. Bila ditemukan jamur selanjutnya
bahan klinik dibiak pada agar SDA.

2. Penanaman pada medium SDA:

Endapan diambil dengan sengkelit bulat steril.
Selanjutnya sengkelit digoreskan pada seluruh
permukaan medium SDA dan biakan diamati

setiap hari, Biakan dinyatakan positif apabila
tampak perturnbuhan koloni ragi dalam waktu 3-
10 hari. Bila dalam 10 hari tidak ada
pertumbuhan biakan dianggap negatif.

Untuk menetapkan apakah koloni yang tumbuh
memang Cryptococcus, dilakukan pemerksaan
mikroskopis dengan tinta India dengan cara sama
seperti di atas.

3. Isolasi Cryprococcus dari bahan klinik lain
(kulit, darah).

Bahan klinik langsung ditanam pada agar SDA
Untuk memastikan koloni yang tumbuh, untuk
diletakkan pada kaca objek, lalu diteteskan satu
tetes tinta Cina (India), dan dicampurkan dengan
bantuan sengkelit bulat diatas gelas objek.
Sediaan  ditutup dengan kaca penutup.
Selanjutnya  dilakukan pembacean dibawah
mikroskep dengan pembesaran 100x dan 400x.
Biakan dinyatakan (+) Criprococcus apabila
ditemukan sel ragi berkapsul.

4. Isolat koleksi Departemen Parasitologi FKUI :
Dilakukan kultur ulang pada medium SDA
dengan mengambil sedikit koloni Cryprococcus
dari tabung biakan yang lama dan ditanam pada
medivm SDA yang baru,

Membedakan Spesies Cr. neoformans dari
Khamir dan spesies Cryptococcus lain denpan
Uji Asimilasi (Kit API20C AUX)

Koloni Cryptococcus yang dipakai  harus
berumur 18 — 24 jam, sehingga harus dilakukan
pembiakan ulang pada medium SDA.
Selanjutnya dilakukan uji asimilasi karbohidrat
seperti berikut ini;

a. Disiapkan 2 ml larutan NaCl sebagai media
tanam.

b. Disuspensikan sedikit biakan Cryprococcus
pada  Jarutan  NaCl tersebut  sambil
dihomogenisasi dengan bantuan sengkelit bulat
stenil. Kekeruhan suspensi dibandingkan dengan
larutan McFarland 2 (standar).

¢ Disiapksn nampan API 20C AUX, yang terdir
atas 20 sumur berisi karbohidmt yang berbeda-
beda, dan tutup nampan yang tersedia Sumur
karbohidrat yang paling kiri merupakan kontrol
negatif (idak berisi karbohidrat), Di dasar sumur
tampak garis merah untuk memudahkan
pembacaan. Hasil pembacaan dicatat dan
disesuaikan dengan pola yang terdapat dalam
program API web software. Pembacaan
dilakukan dengan mata telanjang, dengan
bantuan garis merah di dasar tsbung dan
dibandingkan dengan kontro! negatif/ jernih.
Sesuai dengan spesies yang tumbuh akan didapat
pola asimilasi yang berbeda. Hasil pembacaan
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disesuaikan dengan pola standar, sehingga
spesies yang tepat dapat diketahui.

d. Suspensi jamur dalam NaCl diambil sebanyak
100 ul dengan pipet steril, dimasukkan dalam
ampul APl 20C AUX. Homogenisasi dilakukan
dengan pipet dan tidak boleh terbentuk
gelembung udara.

e. Selanjutnya inokulum dalam ampul medium
API 20C AUX diteteskan dengan bantuan pipet
steril ke dalam masing-masing sumur yang
tersedia, dimulai dari tabung kontrol negatif di
ujung kiri, Permukaan sumur setelah diisi harus
cembung atau datar.

f. Nampan ditutup dengan penutup yang tersedia.
Selanjutnya masing- masing nampan diberi label
pada bagian tepi nampan dan diinkubasi pada
suhu kamar (27 - 31°C).

Pengamatan dilakukan pada 48 jam dan 72 jam
untuk melihat kekeruhan pada tabung.
Pertumbuhan dicatat dan disesuaikan dengan
pola yang terdapat dalam program APl web
software, Hasil positif bila tampak kekeruhan
pada sumur yang telah diinokulasi jamur.

Uji fisiologik dengan germ fube formation
test (GT test).

Untuk membedakan khamir Cryplococcus
dengan Candida albicans, dilakukan penanaman
Cryptococcus (koloni diambil darn biskan SDA
berumur 24 — 72 jam} pada putih telur {2 ml).
Dilakukan homogenisasi dengan sengkelit lurus
steril. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C,
selama 2 —~ 3 jam. Setelah inkubasi dilakukan
pemeriksaan mikroskopis untuk mencari germ
tube, vyaitu sel ragi bertungs panjang atau
berkecambah. Khamir Cryprococcus tidak
membentuk germ tube.

Membedakan Cr. nesformans dan Cy. gatiii

Untuk membedakannya digunakan media agar
CGB dengan cara:

a. Sampel Crprococcus dari medium SDA
ditanam pada medium agar CGB. Penanaman ini
dilakukan dalam ruang steril (hoed) uatuk
menghindarkan kontaminasi.

b. Biakan diinkubasi pada suhu kamar. Diamati
pertumbuhan jamur dan perubaban wama
mediurn sampai lima hari.

Apabila  koloni yang tumbuh  adalah
Crypiococcus  gattii, medium berubah wama
menjadi biru tembaga. Medium agar tetap
berwamma kuning cerah apabila koloni yang
tumbubh adalah Cr. neoformans.

Membedakan Cr. neoformans  varietas
neoformans (serotipe D) dan Cr. neoformans
varietas grubii (serotipe A),

a. Untuk menanam pada medium agar CDBT
sebelumnya isolat ditanam pada medium SDA.
Jamur yang digunakan berumur 24 — 48 jam.
Selanjutnya isolat ditanam pada agar CDBT dan
diinkubasi pada suhu 28°C,

b. Pengamatan dilakukan selama Jima han.
Apabila koloni yang tumbuh Cr. neoformans var.
neoformans (serotipe D), koloni yang tumbuh
berwarna merah cerah diikuti dengan perubahan
wama mediom CDBT dari kuning terang
menjadi oranye pada hari ke lima. Apabila
koloni yang tumbuh Cr. negformans var. grubii
(serotipe A), koloni yang tumbuh berwarna pucat
(krem jingga) dan warna medium tidak berubah.

Pembentukan pigmen melanin  diamati
dengan menumbuhkan jamur pada medivm
niger seed agar (NSA).

Semua sampel yang sudah dikultur pada medivm
SDA, selanjutnya dibiak pada agar NSA.
Caranya dengan mengambil sedikit isolat
Cryptococcus  dari mediom SDA  dengan
sengkelit steril berujung bulat Kemudian
sengkelit digoreskan  keseluruh permukaan
medium NSA Biakan diinkubasi pada suhu
kamar dan diamati setiap hari selama sat
minggu. Hasil positif bila koloni yang tumbuh
berwama cokiat tengguli, mukoid dengan
permukaan halus.

Prosedur pengumpulan data demografis dan
geografis

Data geogmafis dan demografis didapat dan
catatan pasien dan bantuan Departemen

Neurologi (FKUE-RSCM)

3. Hasil Penelitian

Selama kurun waktu penelitian sejak Agustus
2007 — Juli 2008 telah diteliti 65 isolat
Cryptococcus yang diisolasi dari pasien AIDS
dengan kriptokokosis. Pasien AIDS tersebut
terdiri atas enam pulnh saty orang penderita
kriptokokosis meningeal, dua orang penderita
krptokokosis kulit, dan dua orang penderita
kriptokokemia

Data Demogralis dan geografis
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Pasien AIDS yang menderita kriptokokosis
terdin atas 40 orang laki-laki dan 12 orang
perempuan, Dari total 65 pasien hanya 52 orang
yang disentai dengan data demografis. Kelompok
usia antara 25 ~ 30 tahun merupakan kelompok
usia terbanyzk. Sebagian besar pasien bertempat
tinggal di wilayah Jabodetabek dan sebagian
kecil berasal dari Bandung.

Dari total 65 pasien yang diteliti, hanya 27
pasien yang disertai data alamat tempat tinggal
{domisili). Pasien tersebut beraasal dar berbagai
wilayah di Jakarta. Di Jakarta Selatan dan jakarta
Timur masing-masing tujuh pasien, sedangkan
wilayah lain berkisar antara satu sampai lima
orang. Pasien dan Bandung tidak disertai data
rinci tentang wilayah tempat tinggal,

Penelitian mikologi

Pengumpulan bahan dilakukan sejak Agustus
2007 — Juli 2008. Dart total 65 isolat yang
diteliti, sebanyak 40 isolat merupakan isolat
koleksi Departemen Pamsitologi FKUL Isolat
tersebut diisolasi dari pasien AIDS dengan
kriptokokosis. Sisanya adalah isolat yang
diisolasi dan pasien AIDS dengan dugaan
kriptokokosis yang bshan kliniknya dikirike
Pengumpulan bahan dilakukan sejak Agustus
2007 — Juli 2008. Dari total 65 isolat yang
diteliti, sebanyak 40 isolat merupakan isclat
koleksi Departemen Parasitologi FKUL Isolat
tersebut diisolasi darn pasien AIDS dengan
kriptokokosis. Sisanya adalah isolat yang
diisolasi dar pasien AIDS dengan dugaan
kriptokokosis yang bahan kliniknya dikirim
kelabomatorium Mikologi untuk kepentingan
diagnosis. Bahan klinik yang diperiksa berupa 45
bahan cairan otak, dua spesimen kulit dan 2
spesimen darh penderita AIDS yang didvga
kriptokokosis. Dari 45 bahan caimn otak yang
diperiksa, sebanyak 21  isolat  positif
Cryptococcus dengan pemeriksaan tinta India
(Gambar 1a). Sedangkan untuk isolasi jamur dari
bahan klinik kulit dan damh langsung ditanam
pada medium SDA. Pada medium tersebut jamur
tumbuh sebagai koloni khamir berwama putih
krem, mukoid dengan permukaan halus (Gambar
1b). Baik pada pemeriksaan mikroskopis cairan
otak dan koloni jamur dengan tinta India,
ditemukan sel ragi bulat tunggal atau bertunas
dan berkapsul/ bersimpai.

Dari pemeriksaan germ tube tethadap 65 isolat
klinik Crypfococcus, sesudah inkubasi dalam
putih telur pada suhu 37°C selama 2-3 jam,
didapatkan bahwa khamir yang ditelit tidak ada
yang membentuk tunas berkecambah.

Sistem identifikasi dengan kit API 20C AUX
berjalan dengan baik yang ditandai oleh kontrol
negatif yang selalu negatif (jernth, tidak ada
kontaminasi). Hasil pemeriksaan asirmlasi
karbohidrat (kit API 20C AUX-Biomerieux,
Prancis), pada pengamatan 72 jam, didapatkan
bahwa hampir seluruh isolat yang ditelitt
teridentifikasi sebagai Cr. meoformans. Setelah
dirujuk pada API web software temyata hasil
identifikast tidak mencapai 100 % (83 — 99%).
Satu isolat teridentifikasi sebagai Cryptococcus
laurentii (70,9%) dan Cr. negformans (28,8%).
Berdasarkan pola asimilasi karbohidrat (tabel 3),
isolat tersebut sesuai dengan Cr. Jaurenii, tetapi
ada perbedean pada satu karbohidrat yaitu
Methyl-eD-glucopiranosid, meminjukkan reaksi
negatif Untuk memastikan hasil tersebut,
pemeriksaan diulang dan memberikan hasil yang
sama.

Hasil penetapan spesies Cryplococcus untuk
membedakan Cr. neoformans dan Cr. gainii
memperlihatkan hasil bahwa 65 isolat yang
diperiksa seluruhnya adalah Cr. negformans.
Pada medium agar CGB, tidak ditemukan
pertumbuhan koloni dan perubahan agar menjadi
biru terang (Gambar 3).

Hasil penetapan  serotipe  Crypfococcus
negformans (serotipe A dan D), menunjukkan
seluruh sampel yang ditanam pada medium
CDBT tumbuh sebagai koloni mgi yang
bterwama kuning pucat Hingga hari ke lima
pengamatan tidak tegjadi pernbahan wama
medivm dari kuning terang menjadi jingga/
oranye yang menunjukkan bahwa jamur tersebut
Cr. neaformans var, grubii atan Cr.neoformans
serotipe A (Gambar 4).

Penelitian Virulensi

Uji virulensi  dilakukan dengan  melihat
pembentukan melanin pada agar NSA Seluruh
isolat membentuk melanin, yang terlihat dengan
tumbuhnya koloni ragi berwama coklat tengguli
dengan permukaan halus pada medium tersebut
setelah dua han inokulasi pada suhu kamar
{Gambar 5).
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Gambar 1.a. Sel khamir Cryptococeus. Berkapsul/
simpal pada pemeriksaan tinta India (400%)

Gambar 1.b. Koloni khamir Crypfococcaes pada
medium agar SDA.

) - AT R
Gambar 2. a2 & b, Memperlibatkan perbedaan
gambarsn se! khamir (u}i fisiologik) pada germ
tabe fest antars Candida sp (atas) dan Crpplococcus
(bawah).

Gambar 3. Koloni Cr. neoformans yang ditamam
pada medlum CGB. HasH (-}

FER A 5& é%fﬂ\ K]

Gambar 4. Biaken Gyptococens pada medium
CDBT. Hasil: pertumbuban kelonf koning pucat,
pernbaban warne medivm (). Cr nreoformans
serotipe A

Gambar 5. Koloni Cnplococcus pada medium
NSA} BSA, Tampak perfumbuban koloni
berwarpa coklaL Pembentukan pigmen melanin

@)

4, Diskusi

Pada penelitian ini dilakukan penetapan spesies
dan serotipe 65 isolat Crypfococcus yang
diisolasi dari bshan klinik yang berasal dari
penderita AIDS, Galur Cryptococcus tersebut
sebagian merupakan isolat yang telah disimpan
sebagai koleksi Departemen Pamsitologi FKUI
dan 25 isolat diisolasi dari bahan klinik yang
berasal dari caimn otak, kulit dan darah penderita
AIDS dengan kriptokokosis. Bahan klinik yang
diteliti baik cairan ofak, kulit, maupun darah
bermsal dari  pasien AIDS  penderita
kriptokokosis. Pada pasien terinfeksi HIV tegjadi
penurunan CD,* sampai pada titik kritis < 200
sel/ mm’. Pada kondisi diatas pasien AJDS
mudah terinfeksi oleh Cryptococcus dan infeksi
dapat menyebar dengan cepat karena rendahnya
imunitas, Setelah di inhalasi maka Cryptococcus
akan menyebar ke organ lain terutama otak, yang
merupakan tempat predileksi. Pada pasien AIDS
penyebaran tefjadi lebih cepat dan dapat meluas
ke berbagai organ selain otak! Penelitian ini
membuktikan bahwa  kriptokokosis  dapat
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menyerang  kulit, dan dapat menyebabkan
kriptokokemia, selain meningitis.>®

Untuk menetapkan spesies dan serotipe dalam
penelitian  ini dilakukan pemeriksaan uji
pembentukan germ  mbe, uji  asimilasi
karbohidrat dengan kit API 20C AUX,
penetapan spesies dengan medium CGB, dan
penetapan serotipe Cr. negformans dengan
medium CDBT. Penelitian tentang virulensi
dilakukan dengan menumbuhkan jamur pada
agar NSA. Juga dikumpulkan data demografis
dan geografis penderita kriptokokosis di wilayah
Jabodetabek dan Bandung untuk  melihat
penyebaran penyakit.

Golongan  khamir, termasvk Crypprococcus,
memerlukan sumber karbon vntuk
metabolismenya. Karbohidrat akan diasimilasi
untuk mendapatkean karbon untuk kelangsungan
hidupnya. Kemampuan Cryprococcus untuk
mengasimilasi karbohidrat akan membentuk pola
spesifik bergantung pada sifat biokimiawi yang
sesuai dengan spesiesnya. Berdasarkan hal it
dipilih uji asimilasi untuk mengidentifikasi
spesies Cr. neoformans. Kit APl 20C AUX
merupakan kit dengan deret gula untuk wuji
asimilasi, Uji tersebut positif apabila tampak
kekeruhan pada sumur uji, yang merupakan
tanda pertumbuhan jamur, Pembacaan dilalukan
pada 48 jam, namun ads beberapa jenis
karbohidrat yang proses asimilasinya lambat,
sehingga untuk jenis karbohidrat yang
mengalami proses asimilasi lambat, hasil bam
dapat dibaca sesudah 72 jam.

Pembacaan kemudian disesuaikan dengan pola
asimilasi dalam database yang ada dalam
perangkat lunak API Software (Biomerieux,
Prancis), yaitu analyfical profile index atau
indeks analitik yang disusun membentuk nomor
profildan selznjutnya memperlihatkan mjukan
spesies yang diteliti. Dan selurub sampel yang
diteliti, sebanyak 64 isolat membentuk pola
asimilasi yang sesuni dengan Cr. neoformans.
Pembacaan hasil dengan API web software
menunjukkan tingkat identifikasinya hanya 83 —
99%. Tingkat identifikasi yang tak mencapai
100% agaknya terletak pada variasi dalam
spesies, yang tidak terbaca oleh sistem karena
sistem dalam darabase tersebut kurang lengkap
(Smith er af). ** Selain ity kemampuan untuk
mengasimilasi gula berbeda antar gatur dalam
spesies Cryptococcus. Misalnya arabinosa dapat
membertkan hasil positif atau negatif, sehingga
dalam penyesuaian dengan index analitik
software tidak didapat hasil 100% identik.
Pembacaan dengan API web software
menunjukkan sat isolat teridentifikasi sebagai

C'r. laurentii dengan tingkat kesamaan 70,9%.
{'r. negformans kesetaraannya hanya 29,1%.
Pola asimilasi karbohidrat untuk isolat tersebut
meskipun sesuai dengan Cr. laurentii namun
memperlihatkan hasil negatf pada asimilasi
methyl-aD-glucopiranoside MDG).
Pengulangan dengan kit yang sama memberikan
hasil yang sama. Menurut Lodder™ Cr. laurentii
var. laurentii dapat memberikan reakst negatif
pada asimilasi MDG. Sechingga disimpulkan
battwa isolat tersebut adalah Cr. lgurentii
varietas faurentii. Varietas tersebut tidak dapat
menggunakan MDG sebagai sumber karbon.

APl web sofiware menyatakan peluang
identifiksai  isolat tersebut sebagai Cr.
neoformans hanya sebesar 29,1%. Hal iwm
mungkin karena pasien tersebut terinfeksi ofah
galur Cr. neoformans yang memiliki pola genetis
berbeda yang tidak terbaca oleh API web
software. Hal itu misalnya terjadi pada Candida
nivariensis yang akan teridentifikasi sebagai
Candida glabrata pada vji  asimilasi.®
Pembedaan saat ini hanya dapat dilakakan pada
analisis molekular.

Kit API 20C AUX bukanlah kit yang berdin
sendiri. Oleh produsen dianjurkan untuk
melakukan uwji morfologt untuk pemastian
identifikasi. Dalam penelitian ini dilakukan uji
pembentukan germ (wbe untuk menegaskan
bahwa jamur uji bukanlah Candida.

Uji pembentukan germ tube diskukan dengan
medium putih  telur  untuk  merangsang
pembentukan germ tube. Medium ini mudsh
diperoleh dan disiapkan, serta murah, Metode uji
pembentukan germ tfube pertama kali ditemukan
oleh Reynolds dan Braude  sebagai uji
fisiologik yang khas dan dibentuk oleh C.
albicans. Selanjutmya diketahui baghwa selain
oleh C, albicans germ mube juga dibentuk oleh
Candida tropicalis” Candida dubliniensis*dan
Candida stelatoidea®

Khamir selain dari golongan Candida tidak
membentuk tunas/ kecambah dengan uji tersebut.
Pada uji pembentukan germ tube yang ditakukan
dalam penelitian ini didapatkan hasi! bshwa
khamir yang diuji tidak ada yang membentuk
germ fube. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
khamir yang diuji bukan golongan Candida.
Khamir Crypfococcus tidak membentuk tunas
berkecambah, seperti pada sel khamir Candida.
Pada awalaya Cr. neoformans terdint atas Cr.
neoformans var. neoformans dan Cr. neoformans
var. gattit. Kit API 20C AUX hanya dapat
membedakan Cr. negformans dari spesies lain
seperti Cr. albidus, Cr. laurentii, dan lain-lain.*
Saat ini Cr. neoformans var, gaitii telah menjadi
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spesies tersendin~"** sehingga diperlukan cara

pemenksaan lain  untuk membedakan Cr,
neaformans dan Cr. gattii, yaitu media
canavanine glycine bromthymol blue (CGB).®
Medium CGB dibuat pertama kali dibuat untuk
membedakan Cr. negformans, var. neoformans
(serotipe A dan D) dan Cr. neoformans varietas
gattii (serotipe B dan (). Medium selektif
tersebut dikembangkan oleh Kwon Chung et al.*®
yang berhasil membedakan Cr. negformans
serotipe A, D dan B, C berdasarkan kemampuan
jamur menetralisir L-canavanine, yang bersifat
toksik terhadap . Cr. neoformans serotipe A, D.
Hasil yang diharapkan adalah perubahan wama
medium menjadi birv terang bila yang tumbuh
adalah Cr. gawii, sedangkan Cr. neoformans
tidak merubah warna medium. Cryplococcus
spesies lain akan memperlihatkan perubahan
warna medium dari kuning cerah menjadi hijau,
Pada penelitian ini selomub sampel yang
diperiksa, tidak tumbuh, dan tidak tegadi
perubahan wama medium CGB. Dapat
disimpulkan bahwa seluruh isolat yang diteliti
adalah Cr. neoformans, tenmasuk satu isolat yang
teridentifikasi sebagai Cr. laurentii pada kit APL
Cr. neoformans peka terhadap L-Canavanine
yang terdapat dalam medium CGB sehingga
tidak tidak dapat tumbuh dan tidak menggunakan
glisin sebagai sumber karbon sehingga tidak
terjadi perubahan wama *°

Hal itu terjadi karena Cr. regformans tidak
memiliki sistem metabolisme yang mampu
mengubah canavanine yang bersifat toksik,
menjadi komponen senyawa non toksik, artinya
tidak mampu menetralisir toksisitas canavanine.
Jalur metabolisme khusus itu dimiliki oleh Cr.
gattii. Sehingge pada medium CGB, spesies
tersebut mampu tumbuh, selanjutnya untuk
pertumbuhannya ia menguraikan plycine untuk
mengambil karbon dari zat tersebut Proses
penguraian glcine yang menghasilkan karbon
mengakibatkan kenaikan pH medium menjadi
basa, sehingga mengembalikan wama indikator
Bromtimol biru pada agar yang semula
berwarna kuning muda. >

Franzot ef al* menyatakan ada serotipe baru yang
tergabung dalam Cr. negformans, yaite Cr.
neoformans vanietas grubii atau Cr. neoformans
serotipe A Berdasarkan penetapan spesies
dengan medium CGB dan kit API 20C AUX
didapatkan bahwa hampir seluruh isolat yang
diteliti adalah Craeoformans. Untuk itu perlu
dilakukan uji penetapan serotipe dengan
menggunakan medivm CDBT. Medium selektif
untuk penetapan serotipe Cr. neoformans.
Medium tersebut mampu membedakan Cr.

neajormans var. neaformans (serotipe D) dan Cr.
neoformans var. grubii (serotipe A). Seluruh
sampel yang ditanam tumbuh sebagai koloni
pucat kekuningan dan tidak mengubah wama
medium menjadi jingga/ oranye. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa isolat tersebut adalah Cr.
neoformans var. grubii atsw Cr. neoformans
serotipe A. Hasil penelitian ini sesuai dengan
hasil penelitian di berbagai negara yang
menemukan bahwa penyebab utama
kriptokokosis pada AIDS adalah Cr. negformans
var, grubii (serotipe A)* Selain itu
kriptokokosis pada AIDS juga dapat disebabkan
oleh Cr. neoformans var, neoformans (serotipe
D), namun penyebarannya hanya terbatas di
wilayah Eropa®®. Sementara itu beberapa kasus
kriptokokesis gattii pada AI])S dilaporkan di
Afrika Selatan dan Amerika,, "

Cr. neoformans seroipe A  diketahui
menyebabkan kriptokokosis pada penderita
dengan gangguan imunitas terutama penderita
AIDS. Gambaran klinis yang paling sering
ditemukan a penderita AIDS adalah
meningitis,'”* meskipun dapat ditemukan
penyebamn ke organ lain seperti yang tercermin
dalam bahan klinik yang digunakan dalam
penelitian ini. Pada penelitian ini juga ditemukan
bentuk klinis yang paling banyak yaitu
meningitis, Kriptokokosis neoformans diketahui
lebih  sering  menyebabkan  meningitis
dibandingkan dengan kriptokokasis  gattii.
Kriptokokosis gatii biasanya menyerang hospes
imunokompeten meskipun pernah  dilaporkan
menyebabkan kelainan padaz penderita AIDS.
Kelainan yang disebabkan oleh Cr. negformans
biasanya terbatas pada selaput otak sedangkan
kriptokokosis gattii juga menimbulkan kelainan
parenkim misalnya massa pada otak. Adanya
massa di otak dapat disalah diagnosis dengan
penyebab lain misalnya toksoplasmosis pada
AIDS _yang biasanya menyebabkan tumor pads
otsk® Kelainan SSP yang disebabkan
krptokokosis gattii biasanya juga diserai
dengan perdarshan paru schingga gambaran
klinisnya menjadi lebih berat. *© Hal itu penting
dalam tatalaksana karena meskipun obat yang
diperlukan sama, yaitu amfoterisin B dan
flusitosin, namun penapganan pasien juga harus
memperhatikan adanya perdarahan paru dan
peningkatan tekanan intrakranial oleh massa di
otak 540

Uji virulensi terhadap isolat yang diteliti
menunjukkan bahwa semua isolat mampu
membentuk pigmen melanin pada medium NSA.
Pembentukan melanin  menenjukkan bahwa
isolat tersebut memproduksi melanin sebagai
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faktor virulen. Pigmen melanin merupakan salah
satu faktor virulensi jamur yang menentukan
patogenitasnya terhadap hospes dan melindungi
jamur terhadap pengaruh sistern kekebalan tubuh
hospes. Selain itu pigmen melanin berfungsi
melindungi Cryprococcus tethadap pengaruh
sinar matahari dan oksidasi oleh lingkungan. ¥
Dikembangkannya medium selektif bagi
Crypitococcus berdasarkan beberapa hal, yaitu 1)
Cryptococcus sp, Cr. negformans tambuh lebih
lambat dibandingkan khamir lain 2) Sebagai
medium identifikasi yang dapat membedakan
Cryptococeus, khususnya Cr. neaformans dani
khamir lain, Sehingga dalam medium selektif
tersebut diberikan penambahan zat / substansi
yang dapat merangsang pertumbuhan koloni
Cryptococeus, mencegah pertumbuhan bakterial
atau organisme penghambat pertumbuhan
Cryptococcus, dan sekaligns memperlihatkan
perbedaan  identifikasi  jamur  temsebut
dibandingkan dengan khamir lain. Penambahan
Antibiotik dan medium dengan kadar pH yang
rendah untuk mencegah pertumbuhan bakteri
pengganggu, Faktor lain sebagai penghambat
tumbuhnya jamur pengganggu adalah dengan
melakukan inkubasi medium pada suhu 37°C
dan penambahan bifenil 0,1% pada medium agar
selektif Cryptococcus.'

Bird seed agar atau niger seed agar (BSA /
NSA), merupakan medium selektif
Cryptococcus, yang pertama kali dikembangkan
oleh Staib* Medium tersebut mengandung
tanaman Guizotia abyssinica (bird seed) yang
memungkinkan Cr. negformans, membentuk
melanin dari bird seed. Selain untuk mengetahui
pembentukan faktor virulen koloni khamir
berwama coklat hingga coklat gelap (coklat
tengguli) dapat bemsifat untuk identifikasi
Cryptococcus. Dalam penelitian lain oleh Currie
et al" berhasil pula dikembangkan medinm bird
seed dengan penambahan bifenil dan L-Dopa. L-
Dopa berfungst mempercepat pembentukan
pigmen melanin. !

Dari hasil pencatatan demografis, temyata
sebagian besar penderita AIDS dengan
kriptokokosis adalah laki-lakiyang tinggal di
Jakarta dan sekitarnya. Laki-laki memiliki
peluang wuntuk mendapatkan kriptokokosis
karena dua hal. Kriptokokosis adalah penyakit
yang berasal dari lingkungan*® dan laki-laki
dianggap lebih terpajan terhadap lingkungan.
Selain itu, melihat bahwa jumiah laki-laki
penderita AIDS lebih banyek maka laki-laki
yang terpajan tentu lebih banyak dibandingkan
perempuan, Alasan kedua, diketahui bahwa
estrogen menghambat pertumbuhan jamur secara

in vitro®, sehingga  kriptokokosis  pada

perempuan lebih sedikit. ¥

Usia 25 - 30 tahun merupakan kelompok
terbanyak, ditkuti kelompok usia 20-24 whun,
Selama ini diketahui untuk Jakana dan
sekitamya penderita AIDS berada pada rentang
usta tersebut Hal itu tidak berbeda dengan
penelitian Mboi dan Smith®® yang menyatakan
bahwa infeksi HIV di Jabodetabek berhubungan
dengan penggunaan narkoba suntik pada usia
remaja yang memungkinkan infeksi HIV. Pasien
akan memasuki fase AIDS dalam waktu 5-10
tahun kemudian.

Berdasarkan domisili pasien AIDS dengan
kriptokokosis temyata penderita tinggal di
wilayah Jabodetabek, Bogor dan Bandung. Di
Jakarta, pasien tersebar di lima wilayah DKI
Jakarta, dan yang tetbanyak di Jakarta Selatan
dan Jakarta Timur. Di Bandung ada 4 pasien dan
Bogor 1 pasien. Di wilayah Tangerang dan
Depok tidak tercatat ada penderita AIDS dengan
kriptokokosis. Penyebaran tersebut tampaknya
lebih luas daripada hal yang tercatat, karena dari
65 pasien hanya 27 pasien yang disertai data
domisili  yang jelas. Sehingga  besar
kemungkinan penyebaran pasien juga meliputi
Tangerang dan Depok, mengingat bahwa pasien
AIDS  terdistribusi di  seluruh  wilayah
Jabodetabek. Hal itu menunjukken bahwa
sumber penularan kriptokokosis ditemukan di
semua wilayah tersebut. Di Jakarta dan Bekasi
telah diisolast Cryptococcus  pada  kotoran
merpati.® Tampaknya sumber infeksi juga
terdapat di daerah pasien tersebut berdomisili.
Saat ini diketahui sumber infeksi Cryprococcus
lain, misalnya debu rumah, pepohonan, sarang
lebah dan bush-buahan ** Sumber infeksi juga
mungkin berada di sekitar tempat tinggal
penderita AIDS dengan kriptokokosis. Hal it
perlu diteliti lebih jauh sehingga sumber
penularan dapat diidentifikasi. Didientifikasinys
habitat Cryprococcus, di alam memungkinkan
untuk dilakukan upaya pencegahan.
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