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ABSTRAK

Nama : Esy Maryanti

Program: Studi : Ilmu Biomedik Kekhususan Parasitologi

Judut : Mikrosporidia pada Penderita AIDS dengan Diare Kronis di
Jakarta

Mikrosporidia merupakan emerging parasite pada manusia yang dapat
menyebabkan kelainan intestinal, muskular, okular dan sistemik. Infeksi
mikrosporidia terutama terjadi pada penderita HIV/AIDS, dan yang sering
dilaporkan yaitu mikrosporidiosis intestinal dengan gejala diare kronis dan
wasting syndrome yang akan memperberat keadaan penderita AIDS. Di Indonesia
sampai saat ini belum ada data~data mikrosporidia dan infeksi yang
ditimbulkannya, sedangkan kasus HIV/AIDS makin bertambah secara cepat dan
merupakan suatu ancaman global. Penelitian int bertujuan untuk mengetahui
prevalensi mikrosporidia pada penderita AIDS dengan diare kronis di Jakarta dan
korelasi jumlah CD4 dengan densitas mikrosporidia. Sebanyak 126 sampel tinja
penderita AIDS dengan diare kronis yang dirujuk ke Laboratorium Parasitologi
FKUI dari berbagai Rumah Sakit di Jakarta diperiksa dengan teknik pewamaan
kromotrop standar dan quick-hot gram kromotrop dan dihitung densitas spora
mikrosporidia. Pada penelitian ini diperoleh prevalensi mikrosporidiosis intestinal
sebesar 7,1% dengan pewamnaan kromotrop standar dan 6,3% dengan quick-hot
gram kromotrop serta tidak terdapat perbedaan bermakna antara kedua teknik
tersebut (p=1,00). Terdapat korelasi yang negatif antara densitas mikrosporidia
dengan jumlah CD4 (p=0,00;=-0,979). Dari penelitian ini dapat disimpulkan
prevalensi mikrosporidia pada penderita AIDS dengan diare kronis cukup rendah.
Teknik pewarnaan kromotrop standar dan gquick-hot gram kromotrop dapat
digunakan untuk mendeteksi mikrosporidia pada tinja. Pada penderita AIDS
dengan jumlah CD4 yang rendah didapatkan densitas mikrosporidia yang tinggi.

Kata kunci:
Mikrosporidiosis intestinal, diagnosis, modifikasi trikrom, CD4.
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ABSTRACT

Name : Esy Maryanti

Study Program : Biomedic Science (Major Parasitology)

Title : Microsporidia in AIDS Patients with Chronic Diarrhoea in
Jakarta

Microsporidia is an emerging parasite in human which infect
gastrointestinal tract, muscular, ocular and systemic. Microsporidia infection is
primarily a disease of HIV/AIDS patients. Intestinal microsporidia is most
common infection and associated with chronic diarrhoea and wasting syndrome
which worsened patient condition. Until now, there 1s no availabie data on this
parasite in Indonesia. The objective of this study was to determine the prevalence
of intestinal microsporidia among the AIDS patient with chronic diarrhoea in
Jakarta and to determine the correlation between microsporidia’s density and CD4
count. A number of 126 stools from AIDS patients with chronic diarrhoea referred
to Parasitology Laboratory FKUI were examined by standard chromotrope
staining and quick-hot gram chromotrope. The result showed the prevalence of
intestinal microsporidia is 7.1% by standard chromotrope staining and 6.3% by
quick-hot gram chromotrope. There is no significant difference between positive
cases microsporidia (p=1.00). A negative correlation between the density of
microsporidia and CD4 cell counts (p=0.00; r—=-0.979) was observed. In
conclusion prevalence of microsporidia among AIDS patients with chronic
diarrhoea is low. Standard chromotrope staining and quick-hot gram chromotrope
can be used to detect microsporidia. The density of microsporidia was higher in
patient with low CD4 cell counts.

Key words:
Intestinal microsporidiosis, diagnosis, modified trichrome stain, CD4 count.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) merupakan penyakit
imunodefisiensi didapat yang discbabkan oleh Human Immunedeficiency Virus
(HIV). HIV adalah virus retro yang menginfeksi sistem imun terutama sel T CD4
yang memiliki reseptor dengan afinitas tinggi untuk HIV. Jumlah penderita AIDS
di dunia semakin hari semakin bertambah. Dilaporkan lebih dan 40 juta orang di
dunia telah terinfeksi oleh HIV.'! Di Indonesia sampai bulan Maret tahun 2008
telah dilaporkan peningkatan jumlah kasus AIDS mencapai 11868 kasus dan HIV
positif sebanyak 6130 kasus.”

Diare merupakan salah satu gejala yang menyebabkan morbiditas dan
mortalitas tinggi pada penderita yang terinfeksi dengan HIV. Diare inilah yang
menjadi salah satu alasan penderita AIDS datang berobat.® Diare dapat disebabkan
oleh berbagai macam organisme seperti virus, bakteri, parasit maupun jamur.
Mikrosporidia merupakan salah satu parasit yang ditemukan pada tinja penderita
AIDS dengan diare kronis. Dilaporkan 5-50% penderita diare kronis tersebut
terinfeksi dengan mikrosporidia.®

Mikrosporidia merupakan parasit obligat intraselular yang dapat
menyebabkan infeksi pada hewan dan manusia.’ Parasit ini sudah ditemukan lebih
dari seratus tahun yang lalu pada hewan. Pada tahun 1922 mikrosporidia
dilaporkan pertama kali menginfeksi vertebrata yaitu pada tikus dan kemudian
pada tahun 1959 pertama kali parasit ini dilaporkan dapat menginfeksi manusia.®

Saat ini diketahui ada 14 spestes mikrosporidia yang dapat menginfeksi
manusia terutama pada individu imunokompromais.” Diantara 14 spesies tersebut,
Enterocytozoon  bieneusi dan  Encephalitozoon intestinalis merupakan
mikrosporidia yang tersering ditemukan pada penderita AIDS dan diantara dua
spesies itu Enferocytozoon bieneusi yang paling banyak dilaporkan.®

Mikrosporidiosis adalah penyakit yang disebabkan oleh mikrosporidia dan
merupakan an emerging and opportunistic infection pada manusia.” Dulu penyakit

ini masih merupakan penyakit yang tidak umum pada manusia sampai terjadinya

Mikrosporidia pada..., Es} Maryanti, FK Ul, 2008 .
Universitas Indonesia



S

kasus pandemi AIDS pada tahun 1985, dimana dilaporkan kasus pertama
mikrosporidiosis pada penderita AIDS. Sejak saat itu sampai tahun 1994 lebih
dari 400 kasus mikrosporidiosis dilaporkan pada penderita AIDS dan kemudian
dinyatakan bahwa mikrosporidia merupakan patogen oportunistik pada penderita
AIDS’

Pada tahun 1999 di Perancis dilaporkan 26% kasus mikrosporidiosis
intestinalis pada penderita AIDS,® di Thailand pada tahun 1998 sampai 2001
dilaporkan oleh Wanachiwanawin et @/ dikutip dari Mungthin M (2006), rata-rata
prevalensi infeksi Enterocytozoon bieneusi 11-33% pada penderiia AIDS dewasa,
dan 10,8-25,3% pada penderita HIV anak.'” Pada tahun 2000 dan 2001 di
Zimbabwe dan Guinea Bisscau terdapat 18% dan 11% kasus mikrosporidiosis
intestinalis pada penderita AIDS dengan diare kromis.!' Di India tahun 2005
terdapat 10% kasus infeksi mikrosporidiosis intestinal pada penderita AIDS
dengan diare kronis." y

Sebelum ada ART (Antiretroviral Therapy), prevalensi mikrosporidiosis
intestinal tinggi pada penderita AIDS dengan diare kronis,"’ antara lain di
Columbia pada tahun 1992 dilaporkan sebanyak 32% kasus mikrosporidiosis pada
penderita AIDS dengan diare kronis.'* Sejak digunakannya ART pada tahun
1995-1996, prevalensi mikrosporidiosis intestinal pada penderita HIV/AIDS di

‘negara—ncgara maju menurun.”® Di negara-negara berkembang seperti Afrika

dimana penggunaan ART masih terbatas prevaleasi mikrosporidiosis intestinal
masih finggi,'” sedangkan di Indonesia sampai sekacang data-data tentang
mikrosporidiosis belum pemah dilaporkan.

Selain pada penderita HIV/AIDS, mikrosporidiosis juga dilaporkan
terdapat pada penderita penyakit keganasan seperti acute myeloid leucemia
(AML). D1 Malaysia tahun 2004 dilaporkan 93 kasus mikrosporidiosis intestinal
pada penderita yang dirawat di salah satu rumah sakit, 28 diantaranya terdapat
pada penyakit keganasan terutama AML. ¢

Pada individu yang imunokompeten, mikrosporidiosis intestinal juga
pernah dilaporkan yaitu 9 dari 148 pelancong dengan diare (traveler’s diarrhea)
di Jerman pada tahun 2001."7 Di Austria tahun 2005 dilaporkan terdapat 21 kasus

mikrosporidiosis pada pelancong dengan diare kronis.'®
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Gejala klinis mikrosporidiosis tergantung dari organ yang diinfeksi, dapat
berupa kelainan intestinal, okular, muskular dan sistemik, yang lebih sering pada
penderita HIV/AIDS adalah mikrosporidiosis intestinal dengan gejala diare kronis
dan wasting syndrome. Diare bisa terjadi tiga sampai tujuh kali perhari bahkan
bisa lebih dari 20 kali per hari, tinja lunak atau encer tanpa darah, kadang demam,
anoreksia, mual, muntah dan penurunan berat badan sekitar 2 kg/bulan. Diare
yang berkepanjangan disertai penurunan berat badan akan berlanjut menjadi
kaheksia merupakan faktor yang mempercepat terjadinya kematian pada penderita
AIDS.>Y

Respons imun seluler mempunyai peran utama dalam mengontro! infeksi
mikrosporidia.*® Mikrosporidiosis yang disebabkan oleh E.bieneusi lebih sering
terjadi pada penderita dengan imunodefisiensi seluler berat yaitu bila jumlah CD4
turun yaitu <100sel/mm®”' Pada tahun 1998 di California dilaporkan dari 37
penderita AIDS dengan diare yang disebabkan oleh mikrosporidia, 20 diaiitaranya
mempunyai jumlah sel CD4< 49/mm’ dan 11 orang yang mempunyai CD4>100/
mm® # Dilaporkan juga bahwa diare yang disebabkan oleh E.bieneusi bersifat
self-limiting pada penderita HIV dengan jumlah sel CD4>100 sel/ mm>."

Diagnosis mikrosporidiosis intestinal yaitu dengan menemukan
mikrosporidia di tinja. Di luar negeri teknik pemeriksaanaya sudah banyak
dikembangkan mulai dari pemeriksaan mikroskopis dengan mikroskop cahaya
sampai diagnosis molekuler.”® Pemeriksaaan mikroskopis dengan menemukan
spora mikrosporidia masih merupakan diagnosis yang umum dilakukan untuk
menegakkan diagnosis mikrosporidiosis.”'® Ukuran mikrosporidia yang sangat
kecil memerlukan ketelitian pemeriksa dalam mendeteksi parasit ini, disamping
memerlukan pewarnaan khusus agar dapat dibedakan dengan organisme lain di
tinja seperti sel ragi dan bakterl. Pewarmnaan yang biasa digunakan yaitu
pewarnaan kromotrop standar yang mempunyai sensitivitas 88% 2 dan 72,7%",
serta spesifitas 90% ** akan tetapi proses pewarnaan ini membutuhkan waktu yang
lama yaitu £120 menit, sehingga diperlukan teknik lain yang lebih cepat dan tepat.
Teknik gquick-hot gram kromotrop merupakan modifikasi teknik kromotrop
dimana proses lebih cepal dengan latar belakang lebih terang sehingga

mikrosporidia lebih mudah terdeteksi.**

Mikrosporidia pada..., Esy Maryanti, FK Ul, 2008
Universitas Indonesia



S

Berdasarkan besarnya permasalahan HIV/AIDS dan beratnya dampak
mikrosporidiosis intestinal pada penderita AIDS terutama dengap jumlah CD4
yang rendah, serta tidak adanya data-data mikrosporidiosis intestinal di Indonesia
maka perlu dilakukan penelitian tentang mikrosporidia pada penderita AIDS

dengan diare kronis.

1.2, Rumusan Masalah

Semakin meningkatnya kasus HIV/AIDS dan infeksi oportunistik yang
terjadi, salah satunya infeksi mikrosporidia yang merupakan emerging parasitic
infection dan beratnya dampak infeksi ini pada penderita AIDS terutama dengan
jumlah CD4 yang rendah serta tidak adanya data-data di Indonesia tentang parasit
ini dan infeksi yang ditimbulkannya maka muncul pertanyaan. Berapakah
prevalensi mikrosporidia pada penderita AIDS dengan diare kronis?, Bagaimana
hasil pemeriksaan deteksi mikrosporidia dengan teknik pewarnaan kromotrop
standar dan gquick-hot gram kromotrop? dan bagaimana hubungan antara densitas

mikrosporidia dengan jumlah sel CD4 pada penderita ATDS dengan diare kronis?

1.3. Tujuan
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui prevalensi mikrosporidia pada penderita AIDS dengan
diare kronis di Jakarta.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Mendeteksi mikrosporidia pada tinja penderita AIDS dengan diare kronis
menggunakan teknik pewarnaan kromotrop standar dan quick-hot gram
kromotrop.

2. Membandingkan kualitas pulasan dan efisiensi dari keduva teknik
pewarnaan dalam mendeteksi mikrosporidia.

3. Menghitung densitas mikrosporidia

4. Mengetahui korelasi densitas mikrosporidia dengan jumlah sel CD4 pada
penderita AIDS dengan diare kronis.
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1.4. Manfaat

1.4.1 Manfaat Bagi Peaeliti
Melalui penelitian ini peneliti dapat menerapkan dan memanfaatkan
ilmu yang didapat selama kuliah. Penelitian ini juga sebagai sarana untuk
melatih cara berpikir dan membuat penelitian berdasarkan metodologi
penelitian yang baik dan benar.

1.4.2 Manfaat Bagi Institusi
Penelitian ini ditharapkan dapat meningkatkan peran serta institusi
melalui karya ilmiah penelitian infeksi parasit pada penderita

imunokompromis.

1.4.3 Manfaat Bagi Pelayanan Masyarakat
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang teknik
deteksi mikrosporidia secara mikroskopis yang dapat dipakai dan dilakukan
di laboratorium parasitelogi standar di berbagai tempat sehingga membantu
kiinikus, serta untuk keperluan surveilens. Diharapkan juga penelitian ini
dapat membantu dalam tata laksana penderita HIV/AIDS dengan diare
kronis.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biologi Mikrosporidia
2.1.1 Karakteristik Mikrosporidia

Mikrosporidia merupakan parasit obligat intraselular bersel tunggal yang
berbentuk spora dan mempunyai ciri eukariotik maupun prokariotik. Ciri
cukariotiknya yaitu adanya inti dengam membran inti, sistem membran
intrasitoplasmik dan pembelahan inti secara mitosis intra nuklear. Inti
mikrosporidia dapat monokariotik atau diplokariotik. Monokariofik terdapat pada
genus Encephalitozoon, Enterocytozoon, Pleistophora dan Trachipleistophora.
Int: diplokariotik terdapat pada genus Brachiola, Nosema dan Vittaforma. Ciri
prokariotik yaitu mempunyai ribosom yang berukuran seperti ukuran organisme
prokariotik dan mempunyai subunit RNA hecil. Mikrosporidia tidak mempunyat
mitokondria, peroksisom dan aparatus golgi sejati yang merupakan organel yang
dimiliki oleh organisme eukariotik. Mikrosporidia dapat memproduksi protein
seperti mitokondria (mifochondrial-like proteins) yaitu mitochondrial heat shock
protein (HSP 70).5%°

Mikrosporidia direklasifikasi ke dalam fungi, berdasarkan atas adanya
kitin di dinding spora, gen HSP 70 mitokondria, analisis filogenetik gen penyandi
( tubulin, sebagian besar sub unit RNA polymerase [[, TATA box binding
protein, faktor translokasi elongasi EF-1¢ dan EF 2, dan glutamil sintase yang
mempunyai kesamaan karakter antara mikrosporidia dengan fungi.”

Spora mikrosporidia relatif tahan terhadap lingkungan karena dilingkupi
oleh lapisan luar (eksospora) yang terdini atas glikoprotein yang electron dense
dan lapisan dalam (endospora) yang electron Iluscent yang terdiri atas kitin.
Membran plasma menutupi sitoplasma yang terdiri dari anchoring disc anterior,
membran golgi like aparatus, membran inti, vakuol posterior dan filamen polar
yang berawal di ujung anterior dan kemudian membentuk spiral pada bagian
posterior spora seperti terlihat pada gambar 2.1. Filamen polar ini membedakan
mikrosporidia dari organisme sel tunggal lain dan digunakan untuk menginfeksi

sel hospes.”?®
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Perubahan tekanan osmotik atau pH menyebabkan vakuol posterior akan
membengkak karena masuknya air. Selanjutnya tekanan akan mendorong
sitoplasma dan inti (mengandung sporoplasma yang merupakan materi infektif)
sehingga menyebabkan filamen polar dikeluarkan dan materi yang infektif
diinjeksikan ke dalam sel hospes.”’

{glikoprotein) dan endospora (kitin). Mempunyai inti, polareplast, anchoring disc dan {ilamen
polar yang berfungsi menginjeksikan sporoplasma ke dalam sel hospes.

Ukuran mikrosporidia yang menginfeksi manusia bervariasi antara 1,0-
3,0um x 1,5-4 um.° Spora mikrosporidia tahan di udara terbuka schingga
mempermudah transmisi ke sel hospes baru melalui air dan makanan yang
terkontaminasi dengan spora. Dalam air, spora biasanya hidup lebih dari satu
tahun pada suhu 4°C."® Dalam jaringan yang terinfeksi spora dapat bertahan lebih

lama fagi dan spora akan mati dengan pemberian etanol 70% selama 10 menit. %
2.1.2, Siklus Hidup Mikrosporidia

Siklus hidup mikrosporidia pada manusia dibagi dalam tiga fase yaitu fase
infektif, merogoni dan sporogoni. Fase infektif dimulai dari fertelannya atau
terhirupnya spora mikrosporidia oleh individu yang rentan.”’ Setelah itu, spora
dirangsang untuk melepaskan coiled polar filament yang berubah menjadi polar
tubule dan akan menginjeksikan materi infektif sporoplasma ke dalam sitoplasma
sel hospes. Filamen ini akan keluar bila dipicu oleh rangsangan lingkungan yang
sesuai. Contohnya cairan usus halus yang akan membuat filamen ini mampu

berpenetrasi ke dalam se! hospes.??
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Proses merogoni terjadi pada saat sporoplasma berkembang menjadi
meron, dan memperbanyak diri secara belah pasang. Selanjutnya terjadi proses
differensiasi spora yang disebut sporogoni, yaitu terbentuknya sporon kemudian
menjadi sporoblast, yang nanti akan dilepaskan menjadi spora bila sel hospes
ruptur.®® Spora dikeluarkan melalui feses, urin dan sekret pernafasan tergantung
spesies yang menginfeksi.?

Proses merogoni dan sporogoni ini berbeda sesuai spesies. Pada
Enterocytozoon bieneusi, spesies yang paling banyak menginfeksi manusia,
proses merogoni dan sporogoni terjadi dalam kontak langsung dengan sitoplasma
sel hospes, sedangkan pada Encephalitozoon sp. proses sporogoni terjadi dalam
vakuol parasitoforus.®’ Siklus hidup mikrosporidia ini dapat dilihat pada
gambar2.2.

Pada mikrosporidiosis manusia, seluruh siklus hidupnya terdapat dalam

tubuh manusia, tidak mempunyai hospes perantara ataupun vektor.’

Intraceliular development of £, bieneuss and E. intestinalis spores,

OAA ©

@ 'r‘wm} A
j

Encephalitozoon intestinalis*

*Development inside parasilophorous vacuole also occurs in £ hellfem and &, cuniculi,

Gambar 2.2. Siklus Hidup Mikrosporidia *'
Ket : Terdiri atas tiga fase: infektif, merogoni dan sporogeoni. Pada E.bieneusi merogoni dan
sporogoni terjadi dalam kontak langsung dengan sitoplasma. Pada genus Encephalitozoon terjadi
dalam vakuol parasitoforus.
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2.1.3. Spesies yang menginfeksi manusia

Tabel 2.1, Family, Genus dan Spesies Mikrosporidia yang Menginfeksi

Manusia >
Family Genus Spesies
Nesematidea Braciola B. algerae, B. vesicularum

Encephalitozoonidea  Encephalitozoon

Enterocytozoonidea Enterocytozoon

E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis
(Syn. Septata intestinalis)
Enterocytozoon bieneusi

Microsporidea Microsporidium M. ceylonensis, M, africanum
Nosematidea Nosenmia N. ocularurs, N. connori
(Syn.B.connori)
Vittaforma Vittaforma corneae (syn. Nosema
corneum)
Pleistophoridea Pleistophora Pleistophora sp.

Trachipleistophora  T. hominis, T. anthropophthera

Diantara 14 spesies yang dapat menginfekst manusia seperti yang terlihat

pada tabel 2.1, terdapat dua spesies yang sering ditemukan yaitu Enterocytozoon

bieneusi dan Encephalitozoon intestinalis. Kedua spesies tersebut banyak

menginfeksi pasien imunokompromis terutama penderita AIDS.*

2.1.4. Habitat pada Manusia

Habitat mikrosporidia pada manusia bisa terdapat pada berbagai organ
seperti terlihat pada tabel berikut:
Tabel 2.2. Habitat Spesies Mikrosporidia yang Menginfeksi Manusia *°

Spesies Habitat

E. biencusi Epitel usus halus, saluran empedu, kandung
empedu, duktus pankreatikus.

E. hellem Epitel kenjuntiva, epitel kornea, epite! sino-nasal,
mukosa trakeo-bronkial, ginjal, wuretra, vesica
urinaria dan prostat.

E. cuniculi Epitel bronkus dan bronkiolus, lidah dan

E. intestinalis

Nosema connori

Vittaforma corneae
Pleistophora sp.
Microsporidium ceylonensis
Microsporidium africanum
B. algerae, B. Vesicularum
N.ocularum

T. hominis

I antropophtera

peritoneum.

Hati dan usus haius
Semua organ

Stroma kornea

Otot

Stroma komea

Stroma kormea

Mata, kulit dan otot dalam
Mata

Otot, mata, diseminata
Semua organ
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2.1.5. Infeksi dan Penyakit

Gejala klinis mikrosporidiosis tergantung pada status imun hospes dan
organ yang terinfeksi. Infeksi kronis tanpa gejala klinis biasanya terjadi pada
hospes yang imunokompeten. Pada beberapa kasus, infeksi pada hospes
imunockompeten dapat menimbulkan gejala klinis ringan yang timbul beberapa
waktu setelah terinfeksi.”*

Manifestasi klinis yang paling umum dari mikrosporidiosis yang
disebabkan oleh E. bieneusi dan E.intestinalis adalah diare. Penderita AIDS
dengan jumlah sel CD4<100/pl darah paling rentan untuk mengalami diare kronis
yang bisa disertai dengan demam, kehilangan pafsu makan dan menyebabkan
penurunan berat badan yang progresif. Pada penderita AIDS yang terinfeksi
dengan E bieneusi pada traktus biliaris dapat terjadi kolangitis atau kolesistitis.
Infeksi oleh E bieneusi tersebut menyebabkan penyakit yang relatif terlokalisir.**
Penyakit dengan spektrum yung luas dilaporkan pada spesies mikrosporidia yang
laip 2030

Mikrosporidia merupakan patogen oportunistik karena paling sering
menyebabkan penyakit bila status imun dari hospes yang terinfeksi menurun.
Pada beberapa studi prospektif dilaporkan bahwa individu dengan jumiah sel CD4
> 200/mm® darah, infeksi mikrosporidia bertendensi menjadi diare yang self
limiting. Bila jumlah sel CD4<100/mm’ darah keberadaan mikrosporidia
bertendensi menjadi diare kronis.*® Bervariasinya gejala klinis pada orang yang
terinfeksi mikrosporidia tergantung pada status imun individu ketika terinfeksi
mikrosporidia. Ini dapat digambarkan pada dua keadaan yang ekstrim yaitu orang-
orang yang terpajan atau terinfeksi dengan mikrosporidia sebelum terinfeksi HIV
maka tubuh mampu membangkitkan respons imun yang dapat bertahan beberapa
waktu, tetapi bila telah terjadi imunodefisiensi pada waktu infeksi awal dengan
mikrosporidia maka tubuh tidak mampu membangkitkan respons imun protektif
sehingga muncul gejala.’2%**

Pada hospes imunokompromis, mikrosporidia hampir selalu menimbulkan
penyakit dan sering berakibat kematian. Tikus athymic, SCID dan IFNy receptor
knock-out yang diinfeksi dengan Encephalitozoon sp, Trachipleistohora hominis

atau V.cornea akan menimbulkan gejala hepatitis lethal dan asites. Kelinci dengan
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infeksi kronis E.cuniculi dan mendapat terapi siklofosfamid akan memperlihatkan
gejala inkontinensia, tremor, paresis dan paralisis anggota gerak sebelum akhirnya
mati. Infeksi E.cuniculi pada kera dapat menyebabkan kematian janin dan bayi
baru lahir karena abortus spontan. Pada anak anjing, infeksi dapat menyebabkan
gagal ginjal sedangkan pada kuda menimbulkan plasentitis dan abortus.™?

Tikus yang secara sengaja diinfeksi dengan E cuniculi, kadang menderita
asites vang sembuh dalam dua minggu setelah inckulasi. Pada kelinci kadang-
kadang timbul paralisis, kejang, dan tortikolis.*’ Pada manusia imunokompeten,
yaitu pada turis dilaporkan, gejala diare timbul selama 2-3 minggu dan akan
sembuh sendiri (self-limiting diarrhea). ™

Infeksi £.bieneusi dan Encephalitozoon sp pada pasien transplantasi organ
yang mendapat terapi imunosupresi, menyebabkan gejala lemah/fatigue, demam,
mual dan diare. Pada anak-anak di daerah tropis infeksi mikrosporidia terutama
oleh E.bieneusi menyehabkan diare kronis khususnya pada pecderita malnutrisi.'!
Penelitian di Spanyol melaporkan bahwa orang lanjut usia rentan terhadap infeksi
mikrosporidia yang mungkin berkaitan dengan penurunan sistem imun akibat
proses penuaan *®

Pada kamivora, E.cuniculi juga dapat menginfeksi anjing peliharaan dan
rubah. Infeksi pada hewan menyebabkan terbentuknya kompleks imun dan
kelainan ginjal karena respons hiperimun.*® Perbedaan gejala klinis yang muncul
menandakan bahwa respons hipo atau hiperimun terhadap mikrosporidia memberi

kontribusi terhadap timbulnya gejala penyakit.>

2.2. Epidemiologi Mikrosporidiosis
2.2.1. Distribusi Geografis dan Prevalensi pada Manusia

Mikrosporidia tersebar luas di seluruh dunia, beberapa spesies
mikrosporidia menginfeksi manusia dan hewan seperti anjing, babi, kera dan
kelinci*® Mikrosporidia sebagai agen infeksi oportunistik telah dilaporkan di
berbagai negara maju dan berkembang yaitu Argentina, Australia, Bostwana,'
Brazil, Canada, Perancis, Jerman, India, Italia, Jepang, Belanda, Nigeria, Selandia
Baru, Spanyol, Srilangka, Swedia, Swiss, Thailand, Uganda, UK, USA dan
Zambia.?®
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Spora mikrosporidia dapat ditemukan di sumber air di negara maju dan
negara berkembang tapi mikrosporidiosis tetap merupakan penyakit yang
terutama terdapat pada penderita HIV/AIDS.® E  bieneusi merupakan
mikrosporidia utama yang menimbulkan kerusakan di traktus digestivus dan
sering diidentifikasi pada penderita AIDS. E. bieneusi ini pertama kali dilaporkan
pada tahun 1985 sebagai penyebab diare kronis dan wasting syndrome pada
penderita AIDS.*? E.bieneusi merupakan patogen di usus halus dan bertanggung
jawab terhadap 30-70% kasus AIDS dengan diare dan wasting syndrome.”’

Mikrosporidiosis pada manusia tersebar luas tetapi prevalensinya
bervariasi karena lokasi dan metode deteksi yang berbeda. Pada penderita AIDS
dengan diare kronis prevalensi mikrosporidiosis intestinal berkisar 2% - 50%.%°

Pada tahun 1996 di Brazil dilaporkan terdapat 46% kasus
mikrosporidiosis intestinal pada penderita HIV dengan diare kronis dan kemudian
pada tahun 2000 dilaporkan terjadi penurunan prevalemsi yaitu 27,5% dan 40
sampel menggunakan teknik pewarnaan kromotrop standar dan gram kromotrop>®
Tahun 2002-2003 di Uganda terdapat 32,9% dari 243 sampel anak HIV dengan
diare terinfeksi mikrosporidia intestinal meggunakan teknik PCR.'® Tahun 2006 di
Kamerun dilaporkan terdapat 6,5% kasus mikrosporidiosis intestinal dari 46
penderita HIV dengan diare menggunakan teknik pewarnaan kromotrop standar
dan fluorochrome staining,” sedangkan di Nigeria tahun 2007 dilaporkan terdapat
7,29% mikrosporidiosis intestinal dari 142 penderita HIV/AIDS menggunakan
pewamaan Giemsa dan ELISA

2.2,2. Sumber Infeksi dan Cara Transmisi

Masih sedikit penelitian tentang sumber dan cara transmisi infeksi
mikrosporidia. Hal ini disebabkan karena mikrosporidiosis merupakan penyakit
yang relatif baru muncul. Data tentang sumber dan cara transmisi berasal dari
laporan kasus mikrosporidiosis manusia yang terinfeksi secara alamtah atau
cksperimental pada hewan. Berdasarkan kenyataan bahwa mikrosporidia tersebar
luas di alam dan infeksi tersebar di seluruh dunia, diduga ada beberapa cara

transmisi dan sumber infeksi:*!
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a. Antar Manusia ( transmisi secara vertikal dan horizontal)
Transmisi secara vertikal dari induk kepada janin, dilaporkan terjadi pada
tikus, kelinci, karnivora dan primata. Transmisi mikrosporidiosis secara
vertikal pada manusia belum pernah dilaporkan.*!
Transmisi secara horizontal pada manusia terjadi secara fekal-oral, inhalasi
udara yang terkontaminasi spora dan tertelan bersama makanan dan air
yang terkontaminasi."? _
Faktor yang mendukung transmisi horizontal yaitu homoseksual,
pemakaian obat intravena, terpajan air di kolam renang, atau pekerjaan
yang kontak dengan air,'**!
Transmisi horizontal mikrosporidia yang terjadi diantara sesama hewan,
sangat mungkin juga terjadi pada manusia dengan spesies yang sama.
Tikus sehat yang dimasukkan sekandang dengan tikus yang terinfeksi
dengan E.cuniculi, maka tikus sehat tersebut dapat terinfeksi dengan
E.cuniculi. Secara eksperimental, hewan dapat diinfeksi dengan
E.bieneusi, Encephalitozoon sp atau B.algerae melalni makanan, inokulasi

intrarektal, atau inokulasi organisme ke mata.*'

b. Hewan ( transmisi zoonotik)
e Transmisi zoonotik secara langsung : infeksi langsung dari
hewan ke manusia. Contohnya hewan rumah seperti ayarn dan
ik 2
¢ Transmisi zoonotik tidak langsung : infeksi dari hewan ke
manusia melalui makanan, air dan udara yang terkontaminasi

dengan mikrosporidia *!

c. Air(Waterborne transmission)

Spora mikrosporidia dari hewan dengan mudah diekskresikan
bersama urin dan fesesnya schingga dapat masuk ke tempat penampungan
air. 4!

Spora mikrosporidia tahan terhadap lingkungan dan dapat bertahan
cukup lama dalam air. Sporanya sangat kecil dan tidak mudah terjaring
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waktu filtrasi. Mikrosporidia yang menginfeksi manusia ditemukan dalam
berbagai sumber air termasuk air tanah dan air yang tercemar.*® Pada studi
epidemiologi, mikrosporidiosis pada manusia terjadi melalui air tempat
rekreasi, air di tempat bekerja dan air minum.® Suatu penelitian di Ghana
melaporkan 51,2% air minum kemasan di Accra tercemar dengan
mikrosporidia, disamping protozoa lain seperti Crypfosporidium parvum
63% dan Cyclospora cayetenensis 59,3%.%
d. Makanan (Foodborne transmission)

Mikrosporidia juga bisa ditularkan melalui makanan yang
terkontaminasi atau yang tidak dimasak dengan baik'>*! misainya makan
daging ikan yang mengandung Pleistophora sp yang tidak dimasak dengan
baik.!

e. Insekta (vectorborne transmission)

+.  hominis dapat ditularkan oleh nyamuk (4nopheles

quadrimaculatus dan Culex quinquefasciatus) ke hospes mamalia melalui

gigitan.*!

2.3. Diagnosis Mikresporidiosis

Diagnosis mikrosporidiosis tergantung kepada identifikasi spora
mikrosporidia dalam bahan klinis. Pada mikrosporidiosis intestinal dilakukan
identifikasi spora mikrosporidia dalam tinja penderita dengan diare. "

Ada beberapa uji yang telah dikembangkan untuk diagnosis
mikrosporidiosis. Mulai dari uji molekuler sampai uji sederhana dengan teknik
pewarnaan menggunakan mikroskop cahaya. Masing-masing uji ini mempunyat
kelebihan dan kekurangan.

2.3.1. Uji Molekuler
Uji molekuler terutama dengan metode Polymerase chain reaction (PCR)
terus ditingkatkan untuk diagnosis laboratorium mikrosporidiosis.*’ Metode PCR
dapat meningkatkan deteksi mikrosporidia dalam bahan kiinis dan dapat
mengidentifikasi spesies.*® Ekstraksi DNA dari mikrosporidia harus merusak

dinding spora dengan glass-bead beating, boiling dan digestion dengan proteinase
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K, litikase dan kitinase atau dengan menggunakan kit yang sudah tersedia. Pada
metode PCR ini digunakan primer untuk diagnostik target gen rRNA
mikrosporidia.” Dengan menggunakan metode PCR, mikrosporidia bisa terdeteksi
bila terdapat 10? spora/ml tinja sedangkan dengan pemeriksaan mikroskopis baru
bisa dideteksi bila terdapat 10% spora/ml.* Metode PCR ini mempunyai nilai
sensitivitas yang sangat tinggi tetapi metode PCR ini hanya tersedia pada
laboratorium riset dan merupakan metode dengan biaya mahal dan memakan
waktu sehingga tidak dapat digunakan untuk pemeriksaan rutin terutama pada
negara-negara berkembang.* Tahun 2007, Graczyk ef al melaporkan uji FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) untuk diagnosis mikrosporidiosis intestinal
pada penderita HIV/AIDS. Uji FISH ini merupakan uji spesies spesifik untuk
spora mikrosporidia, tetapi teknik itu hanya tersedia pada laboratorium riset.®

2.3.2. Uji Serologi s

Uji scrologi dapat berupa deteksi antibodi dalam serum penderita.
Antibodi monoklonal dan polikional digunakan untuk deteksi spora mikrosporidia
dengan immunofluorescence fest (IFAT). Dilaporkan tes imunofluoresen ini
sangat spesifik untuk mendeteksi E.cuniculi dalam sckret hidung penderita
AIDS.® Untuk deteksi antibodi dalam serum penderita, selain IFAT juga dapat
digunakan ELISA dan western blot. Uji serologi untuk mendeteksi antibodi
Encephalitozoon sp sudah banyak dikembangkan tapi ketersediaan tes ini masih
terbatas."®

2.3.3. Pemeriksaan Mikroskopis
Diagnosis infeksi mikrosporidia yaitu dengan menemukan mikrosporidia
pada bahan pemeriksaan dengan mikroskop cahaya atau dengan mikroskop
clektron. Spora mikrosporidia yang biasanya diidentifikasi berukuran 1-2,5 pm
pada banyak spesies yang ditemukan pada manusia.*® Kultur sel untuk diagnosis
mikrosporidiosis juga sudah pernah dilaporkan tetapt tes ini rumit dan memakan

biaya.'”
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Diagnosis definitif mikrosporidiosis pada penderita AIDS pertama kali
berdasarkan pada transmission electron microscopy (TEM) untuk melihat secara
spesifik filamen polar. TEM penting untuk melihat gambaran ultrastruktur dari
perkembangan dan pematangan organisme dan untuk klasifikasi taksonomi dari
spesies baru. TEM tidak rutin digunakan untuk studi diagnostik dalam skala besar
karena memerlukan keahlian khusus, memakan waktu dan biaya serta relatif tidak
sensitif. >

TEM penting untuk mengidentifikasi spesies berdasarkan gambaran
ultrastruktur. Deteksi mikrosporidia dalam spesimen tanpa menentukan spesies
dapat dideteksi dengan menggunakan mikroskop cahaya. Morfologi mikrosporidia
dapat dilihat dengan mikroskop cahaya bila metode pewarnaan yang digunakan
dapat membedakan spora mikrosporidia yang kecil dengan sel-sel lainnya atau
debris. >

Teknik histokimia digunakan secara rutin untuk mendeteksi mikrosporidia*
dalam bahan klinis seperti urin, tinja, cairan aspirasi dan jaringan. Oplical
Sfluorescent brighteners seperti Uvitex 2B, Calcofluor White dan Fungifluor
adalah relatif sensitif dan efisien untuk skrining. Teknik ini menggunakan
mikroskop fluoresen. Tetapi ketiga teknik ini mempunyai kelemahan yaitu sering
menimbulkan hasil positif palsu untuk diagnosis mikrosporidiosis.’”

Pemeriksaan dengan teknik pewarnaan Gram dan Silver juga bisa untuk
mendeteksi mikrosporidia tetapi hanya digunakan untuk deteksi mikrosporidia di
jaringan biopsi, tidak untuk spesimen tinja. Pewarnaan Giemsa juga dapat
digunakan untuk mendeteksi mikrosporidia di dalam tinja tapi tidak dianjurkan
karena sangat sulit membedakan mikrosporidia dengan komponen tinja yang lain
terutama debris tetapi untuk spesimen lain seperti cairan tubuh dan jaringan biopsi
usus yang sangat sedikit debris dan artefak, pewarnaan Giemsa dapat
dianjurkan.?%*>4¢

Selain teknik pewarnaan tersebut, teknik pewamaan trikrom Weber atau
yang discbut juga sebagai teknik pewarnaan kromotrop merupakan teknik
pewarnaan standar dan terbaik yang dianjurkan untuk deteksi mikrosporidia dalam
bahan klinis.*’

Mikrosporidia pada..., Esy Maryanti, FK Ul, 2008
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a. Deteksi Mikrosporidia pada Tinja Menggunakan Pewarnaan Kromotrop
Standar

Diagnosis laboratorium mikrosporidiosis intestinal dengan menggunakan
mikroskop cahaya sangat luas pemakaiannya terutama pada negara-negara
berkembang dimana mikroskop elektron dan fasilitas uji molekuler tidak tersedia
untuk pemeriksaan rutin.*’

Teknik pewarnaan kromotrop untuk pemeriksaan spesimen tinja dengan
menggunakan mikroskop cahaya sama prosedurnya dengan pewarnaan trikrom
oleh Wheatley yang secara rutin digunakan untuk pemeriksaan parasitologi
terhadap spesimen tinja pada banyak laboratorium di Amerika. Konsentrasi
kromotrop pada larutan pewarnaan ini yaitu 10 kali lebih tinggi dan wakt
pewarnaannya lebih lama yaitu + 2jam.

Pada teknik pewarnaan kromotrop ini spora E.bieneusi berukuran 0,9-1,5
pm berbentuk oval dan refraktil. Dinding spora akan berwarna pink muda sampai
merah. Beberapa spora terlihat transparan dan yang lain akan terlihat antara merah
muda-merah dengan latar belakang berwarna hijau, Beberapa elemen tinja lain
seperti sel ragi dan bakteri mungkin juga akan terwarnai merah, tapi dapat
dibedakan dari spora mikrosporidia berdasarkan ukuran, bentuk dan pola
pewarnaan. >3

Dalam mendeteksi mikrosporidia pada spesimen tinja menggunakan
mikroskop cahaya, kontrol positif haruslah selalu digunakan, dan perlu latihan
pemeriksaan yang terus menerus dan adekuat agar dapat mendeteksi dengan
tt:pat.“8

Teknik pewarnaan kromotrop standar untuk deteksi mikrosporidia ini
ditemukan oleh Weber dan koleganya yang sering juga disebut sebagai teknik
modifikasi trikrom Weber. 4

b. Pewarnaan Quick-hot Gram Kromotrop
Teknik pewamaan quick-hor gram kromotrop merupakan teknik
modifikasi dari teknik kromotrop standar. Teknik ini dapat mendeteksi spora

mikrosporidia dalam bahan kiinis seperti tinja, urin, saliva, cairan nasofaring dan
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sampel Broncho Alveolar Lavage (BAL) yang sudah diawetkan dengan formalin
serta jaringan yang sudah diparafin.** |

Sejak ditemukannya teknik pewarnaan modifikasi trikvom Weber yang
sekarang” lebih sering disebut pewamaan kromotrop standar, dilaporkan dapat
menghasilkan pewarnaan yang berbeda pada spora mikrosporidia pada apusan
tinja dan spesimen sitologi. Di waktu yang sama, pewarnaan Gram jaringan
ditemukan sebagai metode yang bagus untuk mendeteksi spora mikrosporidia
dalam spesimen yang sudah diawetkan dengan formalin dan jaringan yang sudah
di parafin.”*

Teknik quick-hot gram kromotrop untuk diagnosis mikrosporidiosis pada
manusia mempunyai keuntungan dari kedua teknik pewarnaan kromotrop dan
pewarnaan gram yaitu cepat, tidak mahal dan sederhana untuk mendeteksi spora
mikrosporidia dalam spesimen klinis termasuk tinja, cairan tubuh dan spesimen
sitologi lainnya 2**

Pada teknik ini sampel diwarnai dengan kromotrop pada suhu 50 - 55°C,
spora mikrosporidia akan berwarna ungu gelap dengan latar belakang hijau pucat.
Waktu pewamaan lebih cepat dibandingkan dengan pewarnaan kromotrop
standar, yaitu pada pewarnaan quick-hof gram kromotrop hanya membutuhkan
waktu 5 menit?* Teknik ini cepat, dapat dipercaya dan sederhana serta dapat
dengan mudah digunakan pada laboratorium-laboratorium klinik. Beberapa pusat
kesehatan dan rumah sakit di US*® dan Brazil®' menggunakan teknik pewarnaan

ini untuk pemeriksaan mikrosporidia.
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian dengan rancangan cross sectional.
Untuk mengetahui prevalensi mikrosporidia pada penderita AIDS dengan diare
kronis di Jakarta dan mengetahui korelasi antara nilai densitas mikrosporidia
dengan jumlah CD4.

3.2. Lokasi Penelitian

Penelitian dilakukan di Departemen Parasitologi Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia, Jakarta. Waktu penelitian adalah dari bulan November
2007 sampai dengan Juli 2008.

3.3. Sampel Penelitian

Sampel adalah tinja penderita AIDS dengan diare kronis yang dikirim dari
berbagai rumah sakit di Jakarta untuk dilakukan pemeriksaan tinja lengkap di
Laboratorium Parasitologi FKUI

3.4. Besar Sampel

n =Zo’pg

4

Keterangan :
a :tingkat kemaknaan sebesar 5% (0,05)
Za : Z skor untuk o sebesar 0,05 adzalah 1,96
p : Perkiraan proporsi kejadian mikrosporidiosis intestinal pada penderita AIDS
yaitu 11%
q :1p=1-0,11=0,89
d :Ketelitian, ditetapkan 5,5% (0,055)
n :Perkiraan jumlah sampel

n= (1.96x0,11x0.89 =125

0,055

Mikrosporidia pada..., Ey/Qaryanti, FK Ul, 2008

Universitas Indonesia



20

Jadi jumlah sampel minimal 125 sampel tinja penderita AIDS dengan

diare kronis.

3.5. Pengumpulan sampel

Sampel adalah tinja penderita AIDS dengan diare kronis yang tidak
diketahui status terapi antivirusnya yang berasal dari berbagai rumah sakit di
Jakarta yang dikirim ke Laboratorium Parasitologi FKUI dari bulan September
2007 - Mei 2008. Tinja diberi larutan pengawet formalin 10% dengan
perbandingan 1:3, sebagai kontrol positif adalah tinja positif mikrosporidia dari
CDC Atlanta, USA.

3.6. Pemeriksaan Tinja

Pemeriksaan mikrosporidia dari tinja yang diawetkan dengan formalin
10%, dilakukan dengan 2 teknik pewamaan yaitu teknik pewarnaan kromotrop
standar dan teknik pewarnaan quick-hot gram kromotrop.
3.6.1. Teknik Pewarnaan Krometrop Stahdar

3.6.1.1 Alat dan bahan yang diperlukan

1. Kacabenda

2. Kaca tutup

3. Pipet mikro

4. Lidi kapas/cotton buds
5. Lidi aplikator

6. Pinset

7. Pensil kaca dan Spidol
8. Choplin jar

9. Botol coklat 100 m
10. Serum

11. Kromotrop 2R

12. Fast Green

13. Asam Phosphotungstat
14. Asam Asetat Glasial
15. Aquades
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16. Alkohol Asam

17. Alkoho! 95%

18. Xylol

19. Entelan

20. Mikroskop cahaya

3.6.1.2 Cara Kerja

1. Cara Pembuatan Larutan Kromotrop Standar

Kromotrop 2R sebanyak 6gr dicampur dengan fast green 0,15 gr,

dan asam posphotungstat 0,7 gr. Setelah itu ditambahkan asam asetat

glasial 3 ml dan dibiarkan selama 30 menit, lalu ditambahkan aquades

sampai 100 ml.

2. Cara mewarnai dengan pewarnaan kromotrop*

a.

Tinja yang sudah ada dalam larutan formalin 10% diambil dengan
pipet mikro sebanyak 10 pl Jalu diletakkan pada kaca tutup yang
sebelumnya sudah diolesi dengan serum, tinja dioleskan dengan
lidi aplikator dan kemudian dibiarkan kering.

Dilakukan fiksasi dengan metanol absolut 5 menit

c. Diwarnhai dengan kromotrop selama 90 menit

Setelah diwamai dengan kromotrop dibilas dengan Alkohol asam
90% selama 1-3 detik

Kemudian dibilas dengan atkohol 95% dan 100% masing-masing
selama 3 menit.

Setelah dibilas dengan alkohol, dilakukan pembilasan dengan xylol
sebanyak dua kali masing-masing selama 10 menit.

Sediaan dikeringkan dan kemudian di mounting

Sediaan kemudian diperiksa dengan mikroskop cahaya perbesaran

1000x dengan minyak imersi

Untuk satu sampel dibuat 2 sediaan (dupio). Kontrol positif selalu disertakan

tiap 10 sediaan.
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Identifikasi mikrosporidia :
Spora mikrosporidia akan tampak berwarna merah muda (pink) sampai merah
yang berukuran 1,0-1,6 x 0,9 pm berbentuk oval dengan “belt” melintang.
Pemeriksaan dilakukan pada seluruh lapang pandang pada masing-masing

22

sediaan dengan perbesaran 1000x. Hasil dinyatakan negatif bila tidak

ditemukan mikrosporidia.

3.6.2. Teknik Pewarnaan dengan Quick-hot Gram Kromotrop

3.6.2.1 Alat dan Bahan yang Diperlukan

1.

00 NS oA W N

bt et ek kbl ek ed
~1 N L B W R = D

Kaca benda

Kaca tutup

Pipet mikro

Pipet 3ml

Lidi kapas/cotton buds
Lidi aplikator

Pinset

Pensil kaca dan Spidol
Choplin jar

. Botol coklat 100 ml

. Bunsen

. Waterbath dengan suhu 55°C

. Serum

. Larutan Gentian Violet

. Larutan lodin

. Larutan decolorizer (HCI Alkohol)
. Kromotrop 2R

i8.
19.
20.
21.
22.
23.

Fast Green

Asam Phosphotungstat
Asam Asetat Glasial
Aquades

Alkohol Asam
Alkohol 100%
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24. Alkohol 95%
25. Entelan
26. Mikroskop cahaya

3.6.2.2 Cara Kerja
I.Cara Pembuatan Larutan kromotrop unftuk Quick-hot Gram
Kromotrop
Kromotrop 2R sebanyak 1gr dicampur dengan fast green 0,15 gr,
dan asam posphotungstat (0,25 gr. Lalu ditambahkan asam asetat glasial
3ml dan dibiarkan selama 30 menit. Setelah ite ditambahkan aquades
sampai 100 ml.
2.Cara Mewarnai dengan Pewarnaan Quick-kot Gram Kromotrop®
a. Tinja dalam larutan formalin 10% diambil dengan pipet mikro
sebanyaik 10 pl lalu diletakkan diatas kaca benda yang sebelumnya
sudah diolesi dengan serum, dan dioleskan dengan lidi aplikator
kemudian dibiarkan kering.
b. Sediaan difiksasi dengan cara dilewatkan diatas api 3x, masing-
masing 1 detik. Kemudian didinginkan pada suhu kamar.
c. Sediaan diwarnai dengan larutan gentian violet dan dibiarkan 30
detik, setelah itu sediaan dibilas dengan air mengalir.
d. Seclama 30 detik sediaan diwarnai dengan larutan Gram iodin dan
kemudian dibilas dengan decolorizer.
e. Setelah itu dibilas dengan air mengalir.
f. Sediaan diwarnai dengan kromotrop pada suhu 55°C selama 1 menit.
g. Seteldh diwarnai dengan kromotrop, dibilas dengan alkohol asam
90% selama 1-3 detik.
h. Kemudian sediaan dibilas berturut-turut dengan aikohol 95%,
alkohol 100%, alkohol 100%, masing-masing selama 30 detik.
i. Sediaan dikeringkan dan dimounting
j- Setelah kering, sediaan diperiksa menggunakan mikroskop cahaya

dengan perbesaran 1000x.

Mikrosporidia pada..., Esy Maryanti, FK Ul, 2008 . . .
Universitas Indonesia



24

Untuk satu sampel dibuat 2 sediaan (duplo). Kontrol positif selalu
disertakan tiap 10 sediaan.

Identifikasi mikrosporidia :

Spora mikrosporidia akan tampak berwarna ungu/violet yang berukuran
1,0-1,6 x 0,9 um berbentuk oval dengan dinding spora yang jelas dan
gambaran a belt-like stripe. Pemeriksaan dilakukan pada seluruh lapang
pandang dengan perbesaran 1000x. Hasil dinyatakan negatif bila tidak
ditemukan mikrosporidia.

3.7. Pentilaian Hasil Kerja

Teknik pewarnaan kromotrop standar dan quick-hot gram kromotrop
dilakukan pada 126 sampel. Dilakukan pencatatan waktu yang diperlukan untuk
pewarnaan satu sediaan dan waktu yang diperlukan untuk memeriksa satu sediaan.
Kemudian dilakukan pemilihan teknik yang terbaik berdasarkan kualitas pulasan,
waktu pewamaan dan waktu pemeriksaan dari 126 sampel.

Sampel yang positif dan teknik pewarnaan yang dipilih dilakukan
perhitungan kuantitatif untuk menentukan densitas mikrosporidia dengan
menggunakan mikroskop cahaya perbesaran 1000x dengan minyak imersi.
Sediaan dibaca dibawah mikroskop dimulai dart sudut kiri berlanjut ke kanan dan
seterusnya secara sistematis.

(Hasil dari dua teknik pewarnaan ini dikonfirmasi ke Laboratorium rujukan.)

3.8. Definisi Operasional

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

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

3. Kualitas pulasan dinilai dan:

- latar belakang pewarnaan

- kontras antara mikrosporidia dengan sekitarnya
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4. Densitas mikrosporidia adalah jumlah spora mikrosporidia dalam 100
lapang pandang dengan menggunakan perbesaran 1000x.

5. Diare kronis yaitu diare yang terjadi lebih dan 28 hari dimana tidak
ada fase 7 hari bebas diare.*? Data diare kronis dan data jumiah sel
CD4 diambil dari data sekunder

3.9. Analisis atau Pengolahan Data

Data prevalensi yaitu dibuat dalam bentuk tabulasi dari hasil pemeriksaan
mikrosporidia negatif (-) dan positif (+), waktu pewamaan, waktu pemeriksaan
dan kualitas pewarnaan dad teknik pewarnaan kromotrop standar dan teknik
pewarnaan gquick-hot gram kromotrop. Perbedaan hasil antara kedua teknik
tersebut diuji secara statistik dengan Mc Nemar test. Kemudian dipilih satu teknik
yang terbaik, dan dihitung densitas mikrosporidianya.

Analisis bivariat untuk mengetahui hubungan densitas mikrosporidia dengan
jumiah sel CD4 melalui uji korelasi.
Analisis statistik menggunakan program SPSS 11,5 for windows.
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3.10. Alur Penelitian
Sampel Tinja
Penderita AIDS
Sex,umur """ dengan diare kronis
""" Jumlah CD4 [----1
Infeksi Parasit |~ l E
usus lain :
Mikrosporidia ? :'
Kromotrop Quick-hot Gram Kromotrop E
Standar E
korelasi
h h
- Kualitas pulasan - Kualitas pulasan
- Waktu Pewamaan — 3 | - Waktu Pewamaan
- Waktu Pemeriksaan - Waktu Pemeriksaan
k
Pulasan
Terbaik

 \

Hasil (-) Hasil (+)

Densitas
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BAB 4
HASIL

4.1. Hasil Pewarnaan dengan Teknik Kromotrop Standar dan Teknik Quick-
fhot Gram Kromotrop
Pulasan kromotrop standar dan gwick-hot gram kromotrop dilakukan
terhadap 126 sampel tinja penderita AIDS dengan diare kronis, masing-masing
sampel dibuat duplo, maka didapat hasil sebagai berikut :
4.1.1. Kualitas Pulasan dengan Teknik Pewarnaan Kromotrop
Standar
Latar belakang/ background slide berwamna hijau pucat.
Kontras antara mikrosporidia dengan sekitar : jelas, spora
mikrosporidia dapat dibedakan dengan sekitarnya. Spora
mikrosporidia berwarna merah muda/pink. Tampak garis diagonal
(belt-like strip) melingkari spora mikrosporidia. (Gambar 4.1)

o

TR s

Gambar 4.1. Mikrosporidia dengan Pewarnaan Kromotrop Standar
Menggunakan Perbesaran 10060x.

27
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4.1.2 Kualitas Pulasan dengan Teknik Pewarnaan Quick-hot Gram

Kromotrop

a, Latar belakang/ background slide terang berwarna hijau sangat pucat.

b. Kontras antara mikrosporidia dengan sekitar : kurang jelas, spora
mikrosporidia dapat dibedakan dengan sekitarnya tetapi kadang sukar
dibedakan dengan bakteri yang juga berwarna ungu kebiruan. Spora
mikrosporidia berwama mulai dari ungu gelap, sampai ungu kebiru-
biruan. Kadang tampak garis diagonal {(belt-like strip) melingkari spora

mikrosporidia.(Gambar 4.2)
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Gambar 4.2, Mikrosporidia dengan Pewarnaan Quick-hot Gram Kromotrop
Menggunakan Perbesaran 1000x.

4.1.3. Waktu Proses Pewarnaan dan Waktu Pemeriksaan
Pada teknik pewamaan kromotrop standar, peneliti memerlukan
waktu untuk proses pewarnaan kurang lebih 126 menit/slide dan waktu
pemeriksaan kurang lebih 20 menit/slide. Pada teknik pewamaan quick-hot
gram kromotrop, waktu untuk proses pewarnaan lebih cepat yaitu
memeriukan waktu kurang lebih 9 menit/slide dan waktu pemeriksaan
kurang lebih 45 menit/slide. Berdasarkan hasil ini proses pewarnaan teknik
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kromotrop standar lebih lama dibandingkan dengan teknik quick-hot gram
kromotrop, namun dari segi waktu pemeriksaannya lebih cepat.

Tabel 4.1. Hasil Pembacaan Sediaan dengan Teknik Pewarnaan
Kromotrop Standar dar Quick-kotf Gram Kromotrop

Kromotrop Standar
+ - Total
Quick-hot Gram + 8 0 8 (6,3%)
Kromotrop - 1 117 118 (93,7%)
Total 9 (7,1%) 117 (92,9%) 126 (100%)

Berdasarkan tabel 4.1 didapatkan bahwa jumlah penderita
mikrosporidiosis yang dideteksi dengan teknik pewarnaan kromotrop standar dan
quick-hot gram kromotrop hampir sama. Pada uji statistik dengan Mc Nemar test
tidak didapatkan perbedaan yang bermakna antara hasil pembacaan kedua teknik
tersebut (p=1,00).

4.2. Gambaran Hasil Pemeriksaan dengan Teknik Peivarﬁaan Kromotrop
Standar
Dari 126 sampel yang diperiksa dengan teknik pewarnaan kromotrop standar
didapatkan hasil sebagai berikut :

Tabel 4.2, Hasil Pemieriksaan Berdasarkan Karakteristik Penderita AIDS
dengan Diare Kronis

Hasil Jenis kelamin Umur (thn)
pemeriksaan Laki-laki Perempuan <30 >30
Positif 9 0 5 4
Negatif 93 24 71 46
Total 102 (81%) 24 (19%) 76(60%) 50(40%)

Pada tabel 4.2 didapatkan bahwa sampel tinja yang positif mikrosporidia
semuanya berasal dari penderita laki-laki dengan jumlah CD4 <200/mm? seperti
terlihat pada tabel 4.3. Sebanyak 6 dari 9 penderita dengan mikrosporidia positif
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di tinja mempunyai jumlah CD4<50/mm’. Satu penderita mempunyai CD4 50-
100/mm’ dan dua penderita mempunyai CD4>100-200//mm’. Pada tabel 4.3 juga
terlihat bahwa 7 dadi 9 sampel yang positif mikrosporidia ditemukan Blastocystis

hominis, Dari 126 sampel pada penelitian ini, B.hominis merupakan protozoa

yang paling sering ditemukan yaitu 73% (infeksi tunggal dan campur).

Tabel 4.3. Densitas Mikrosporidia, Jumlah CD4 dan Parasit Usus Lain yang
Ditemukan pada Sampel Positif Mikrosporidia

Jumiah CD4 Parasit Usus Lain
Densitas Mikrosporidia (o)

12 188 B.hominis
75 42 B.hominis
30 45 Tidak ada
15 08 B.hominis
125 28 B.hominis

25 45 E. histolytica/E. dispar,
B.hominis
450 12 B.hominis
98 37 B.hominis
8 168 Tidak ada

Densitas mikrosporidia dihitung hanya pada 9 sampel tinja yang positif

mikrosporidia dengan jumiah spora antara 8 sampai 450 spora dalam 100 lapang

pandang,
Tabel 4.4. Nilai Korelasi Densitas Mikrosporidia dengan Jumlah CD4
Nilai Jumlah CD4 Densitas
mikrosporidia
Jumlah CD4 Koefisien korelasi 1,000 -0,979**
Sig. (2-tailed) 0,000
Total 9 9
Densitas Koefisien korelasi 0.979** 1,000
mikrosporidia Sig. (2-tailed) 0,000
Total 9 9
** Bermakna
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Gambar 4.3. Grafik Korelasi Densitas Mikrosporidia dengan Jumlah CD4

Hastl uji korelasi dengan uji Spearmans memperlihatkan adanya hubungan
bermakna (p=0,00; r—=0,979) antara densitas mikrosporidia dengan jumlah CD4
seperti terlihat pada tabel 4.4. Untuk melihat pengaruh jumlah CD4 terhadap
tingginya densitas mikrosporidia dilakukan uji analisis regresi dan hasilnya seperti
tampak pada grafik di gambar 4.3. Hasil ini menunjukkan korelasi negatif yaitu
bahwa semakin rendah jumlah CD4 maka semakin tinggi densitas mikrosporidia.
Sembilan sampel tinja mikrosporidia positif didapatkan enam sampel terinfeksi
dengan Blastocystis hominis dan satu sampel terinfeksi dengan Blastocystis
hominis dan Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar. Hanya dua sampel yang

tidak terinfeksi dengan parasit usus lain.
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BABS
PEMBAHASAN

Pada penelitian ini dilakukan pemeriksaan sampel tinja penderita AIDS
dengan diare kronis sebanyak 126 sampel dengan teknik pewarnaan kromotrop
standar dan quick-hot gram kromotrop.

Berdasarkan hasil pemeriksaan dengan teknik pewarnaan kromotrop
standar diperoleh sediaannya mempunyai kontras yang jelas antara spora
mikrosporidia dengan sekitar yaitu spora mikrosporidia berwarna merah muda
sampai merah dengan latar belakang berwarna hijau pucat schingga spora
mikrosporidia dapat dibedakan dengan elemen tinja yang lain yaitu sel ragi,
bakteri serta debris. Ini sama dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Weber
ef al.’ Sel ragi juga akan berwarma merah muda-merah tetapi mempunyai ukuran
yang lebih besar dari spora mikrosporidia dan kadang-kadang terlihat bertunas.
Bakteri akan terwarnai hijau atau abu-abu transparan yang jelas berbeda dengan
spora mikrosporidia. Sisa-sisa sel atau debris kadang berwarna merah muda dan
merah yang sering meragukan dengan spora mikrosporidia tetapi ini dapat
disingkirkan karena debris atau sisa-sisa sel mempunyai bentuk yang tidak teratur
dan dalamnya transparan/ kosong. Berbeda dengan spora mikrosporidia yang
mempunyai “belt” yang melingkarinya. Belf ini merupakan filamen polar yang
merupakan ciri khas mikrosporidia yang membedakannya dari organisme lain.’

Pemeriksaan dengan teknik pewarnaan guick-hot gram kromotrop pada
sediaan terlihat spora mikrosporidia berwarna ungu gelap dan ungu kebiruan
dengan latar belakang berwarna hijau pucat. Hal ini sama seperti yang didapatkan
pada penelitian oleh Moura et al.?* Spora mikrosporidia dapat dibedakan dari sel
ragi yang juga berwarna ungu gelap serta berukuran lebih besar, sedangkan
terhadap bakten, spora mikrosporidia agak susah dibedakan karena ukuran yang
hampir sama dan juga terwarnai sama yaitu ungu kebiruan,

Dilihat dari lamanya proses pewarnaan dan pemeriksaan, peneliti
memerlukan waktu untuk proses pewarnaan kromotrop standar lebih kurang 126
menit, mulai dari fiksasi dengan mefanol sampai selesai dibilas dengan xylol
terakhir. Ini sedikit berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh Weber ef al
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yaitu hanya membutuhkan waktu 121 menit.” Perbedaan ini mungkin disebabkan
karena pada penelitian tersebut tidak memperhitungkan waktu pengeringan antar
tahap, sedangkan pada penelitian ini waktu pengeringan antara satu tahap ke tahap
berikutnya dihitung.

Waktu yang dibutubkan untuk mengeringkan tinja sebelum difiksasi
dengan metanol kurang lebih 15 menit dan waktu yang dibutubkan untuk
mengeringkan sediaan sebelum di mounting kurang lebih 10 menit. Jadi secara
keseluruban waktu yang diperlukan peneliti mulai dari pembuatan apusan tinja
sampai di mounting pada teknik pewamaan kromotrop standar kurang lebih 151
menit/slide.

Pada proses pewarnaan quick-hot gram kromotrop, peneliti memerlukan
waktu yang lebih cepat dari teknik pewarnaan kromotrop standar yaitu kurang
lebih 9 menit. Hal ini juga sedikit berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh
Moura ef af ya:g menyebutkan hanya membutuhkan waktu 5 menit untuk proses
pewamnaan dengan teknik ini.?* Perbedaan ini disebabkan karena pada penelitian
yang dilakukan oleh Moura ef al hanya menghitung waktu pewarnaan tanpa
memperhitungkan waktu yang dibutuhkan untuk pengeringan antar satu tahap ke
tahap berikutnya. Waktu yang dibutuhkan untuk mengeringkan tinja sebelum
difiksasi dengan waktu untuk pengeringan sebelum di mounting pada teknik
pewarnaan quick-hot gram kromotrop sama dengan kromotrop standar yaitu
kurang lebih 15 menit dan 10 menit. Secara keseluruhan waktu yang diperlukan
mulai dari pembuatan apusan tinja sampai di mounting pada teknik pewarnaan
quick-hot gram kromotrop kurang lebih 34 menit/slide.

Untuk proses pemeriksaan pada teknik kromotrop standar, peneliti
membutuhkan waktu lebih cepat yaitu kurang lebih 20 menit sedangkan dengan
teknik quick-hot gram kromotrop peneliti membutuhkan waktu kurang lebih 45
menit. Untuk hasil pembacaan sediaan dengan pewamnaan kromotrop standar
didapatkan 9 sampel yang positif mikrosporidia. Pada quick-hot gram kromotrop
terdapat 8 sampel positif mikrosporidia yang juga positif dengan kromotrop
~ standar, tetapi satu sampel negatif, ini mungkin disebabkan karena jumlah spora

mikrosporidia yang terlalu sedikit yaitu densitas mikrosporidia dengan pewamaan
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kromotrop standar yaita 8 spora mikrosporidia dalam 100 lapang pandang dan
bakteri sangat banyak pada sampel ini schingga susah untuk dideteksi.

Berdasarkan hal tersebut maka peneliti memilih pewamaan kromotrop
standar untuk menghitung densitas mikrosporidia. Walaupun pada kromotrop
standar dibutuhkan waktu yang lama untuk proses pewarnaan tetapi lebih cepat
dalam pemeriksaan untuk mendeteksi mikrosporidia. Pada teknik pewamaan
quick-hot gram kromotrop sulit membedakan antara spora mikrosporidia dengan
bakteri yang terwarnai sama.

Pada penelitian ini, dengan teknik pewamaan kromotrop standar
didapatkan hasil 9 buah sampel mikrosporidia positif dari 126 (7,1%) sampel tinja
penderita AIDS dengan diare kronis. Di Kano Nigeria pada tahun 2007 dilaporkan
prevalensi mikrosporidiosis intestinal pada penderita AIDS sebesar 7,29% dan
tidak jauh berbeda dengan hasil penelitian ini, pada penelitian tersebut digunakan
teknik ELISA dan pemerksaan mikroskopis -dengan pewamaaan modifikasi
Giemsa.*® Hal ini berbeda dengan di Lima, Peru pada tahun 2005 dilaporkan
prevalenst mikrosporidiosis intestinal pada penderita HIV/AIDS yaitu 67 (3%)
dari 2652 sampel, yang menggunakan teknik pewarnaan kromotrop standar untuk
deteksi mikrosporidia *>

Di India pada tahun 2002 prevalensi mikrosporidiosis yaitu 2,5% dari 120
sampel tinja penderita HIV positif dengan dan tanpa diare. Penelitian di India ini
menggunakan teknik pewarnaan kromotrop standar dan gquick-hot gram
kromf:)f.mp.52

Perbedaan prevalensi ini mungkin disebabkan karena daerah yang berbeda,
kriteria subyek penelitian dan ketersediaan highly active antiretroviral therapy
(HAART) di negara tersebut, dimana sejak penggunaan HAART mulai tahun
1996 prevalensi mikrosporidiosis pada penderita AIDS mulai menurun, dimana
sebelum luasnya penggunaan HAART di USA prevalensi mikrosporidiosis
intestinal 14,1% sampai 34,8%, dan setelah penggunaan HAART, berkurang
menjadi 1,5%.>° Di Australia dilaporkan juga bahwa terjadi penurunan insiden
mikrosporidiosis intestinal dan 11% pada tahun 1996 menjadi 0% pada tahun
2006.%° Tapi pada negara-negara berkembang yang ketersediaan ART masih

kurang, prevalensi mikrosporidiosis intestinal masih tinggi."
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Rendahnya prevalensi mikrosporidia pada penderita AIDS dengan diare
kronis pada penelitian ini bisa juga disebabkan karena pengambilan sampel yang
hanya satu kali.

Jumlah CD4 sebagai komponen sistem imuon mempunyai peran dalam
mengontrol infeksi terhadap mikrosporidia.?® Dari sembilan sampel tinja yang
positif mikrosporidia, enam penderita mempunyai jumlah CD4 <50/mm’.
Penelitian yang dilakukan di Kano-Nigeria 2007, didapatkan enam dari 14
penderita mikrosporidiosis intestinalis juga mempunyai jumlah CD4<50/ul.%
Beberapa penelitian sebelumnya juga menyebutkan bahwa mikrosporidiosis
intestinal terjadi pada penderita HIV/AIDS dengan jumlah CD4 yang rendah yaitu
<100/mm? 2%

Dari hasil uji korelasi antara densitas mikrosporidia dengan jumiah CD4
memperhihatkan adanya hubungan bermakna. Korelasi antara densitas
mikrosporidia dengan jumlah CD4 secara statistik pada penelitian ini mempunyai*
korelasi yang negatif yaitu semakin rendah jumlah CD4 maka semakin tinggi
densitas mikrosporidia. Pada penelitian yang dilakukan oleh Colte et af
dinyatakan bahwa status imun sangat berperan dalam terjadinya infeksi
mikrosporidia.”’ Jadi dapat dinyatakan bila jumlah CD4 semakin turun maka
densitas mikrosporidia semakin tinggi dan ditkuti dengan infeksi yang semakin
berat.

Selain mikrosporidia, pada tinja penderita juga ditemukan parasit usus
lain. Enam dari sembilan sampel yang positif mikrosporidia ditemukan
Blastocystis hominis dan satu sampel koinfeksi dengan B.hominis dan
E.histolytica/ E.dispar. Dua sampel tidak ditemukan infeksi parasit usus lain.
B.hominis juga merupakan protozoa usus terbanyak (73% n=126) yang ditemukan
dari seluruh sampel pada penelitian ini. Hasil ini hampir sama dengan penelitian
vang dilakukan oleh Kurniawan A, et al (2007) di Jakarta dimana B.hominis
merupakan parasit yang paling umum ditemukan (72,4%, n=318) pada penderita
HIV/AIDS.*

Pada penelitian ini mikrosporidia dapat merupakan salah satu penyebab
diare kronis pada sembilan sampel yang terdeteksi dengan parasit ini atau bisa

juga diare disebabkan oleh karena koinfeksi dengan parasit lain yaitu B.hominis
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dan E.histolytica. Selain parasit usus, diare pada penderita mungkin juga
disebabkan oleh jamur atau bakteri yang juga terlihat pada pemeriksaan
mikroskopis bersama-sama dengan mikrosporidia, akan tetapi tidak diketahui
jenis bakterinya apakah komensal atau patogen, berasal dari tubuh penderita atau
kontaminan sebab tidak dilakukan identifikasi bakteri atau jamur, dan kontainer
tinja tidak steril.

Selain itu, diare pada penderita AIDS yang positif mikrosporidia tanpa
terinfeksi parasit usus lain ini dapat juga disebabkan oleh keadaan lain, seperti
obat-obatan. Penelitian yang dilakukan oleh Norhayati et al (2004) menyebutkan
bahwa mikrosporidia intestinal dapat juga terdeteksi pada penderita HIV/AIDS
tanpa gejala diare atau gejala gastrointestinal, '°
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
1. Prevalensi mikrosporidia pada penderita AIDS dengan diare kronis cukup
rendah.
2. Teknik pewarnaan kromotrop standar dan quick-hot gram kromotrop dapat
digunakan untuk mendeteksi mikrosporidia dalam tinja.
3. Teknik pewamaan kromotrop standar lebih baik dibandingkan dengan
quick-hot gram kromotrop untuk deteksi mikrosporidia dari segi kualitas
pulasan dan waktu pemeriksaan.
4. Pada penderita AIDS, semakin rendah jumlah CD4 maka densitas
mikrosporidia semakin tinggi.
6.2. Saran

Perlu penelitian lebih lanjut untuk prevalensi mikrosporidia pada penderita
HIV/AIDS dengan dan tanpa diare, serta perlu penelitian untuk menentukan
spesies mikrosporidia yang ditemukan pada penderita AIDS dengan diare kronis

di Indonesia dengan uji molekuler dan wji lain.
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Draft Artikel
Mikrosporidia pada Penderita ATDS dengan Diare Kronis di Jakarta

Agnes Kurniawan,* Esy Maryanti,’ Lisawati Susanto®

* Departemen Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
§ Mahasiswa Program Pasca Sarjana Eimu Biomedik Kekhususan Parasitologi FKUI

Abstrak: Mikrosporidia merupakan emerging parasite pada manusia yang dapat
menyebabkan kelainan intestinal, muskufar, okular dan sistemik. Infeksi mikrosporidia
terutarta terjadi pada penderita HIV/AIDS, dan yang sering dilaporkan yaitu
mikrosporidiosis intestinal dengan gejala diare kronis dan wasting syndrome yang akan
memperberat keadaan penderita AIDS. Di Indonesia sampai saat ini betlum ada data-data
tentang mikrosporidia dan infeksi yang ditimbulkannya sedangkan kasus HIV/AIDS
makin bertambah secara cepat dan merupakan spatu ancaman global, Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui prevalensi mikrosporidia intestingl pada penderita AIDS
dengan diare kronis di Jakarta dan korelasi jumlah CD4 dengan densitas mikrosporidia.
Sebanyak 126 sampel tinja penderita AIDS dengan diare kronis yang dikumpulkan di
Laboratorium Parasitologi FKUI diperiksa dengan teknik pewarnaan kromotrop standar
dan guick-hot gram kromotrop dan dihitung densitas spora mikzosporidia. Pada penelitian
ini diperoleh prevaiensi mikrosporidia intestinal pada penderita AIDS dengan diare kronis
sebesar 7,1% menggunakan pewarnaan kromotrop standar dan 6,3% dengan quick-hot
gram kromotrop serta tidak terdapat perbedaan bermakna antara kedua teknik tersebut
(p=1,00). Terdapat korelasi yang negatif antara densitas mikrosporidia dengan jumlah
CD4 (p=0,00,r=-0,979). Dari penelitian ini dapat disimpulkan prevalensi mikrosporidia
intestinal pada penderita AIDS dengan diare kronis cukup rendah. Teknik pewarnaan
kromotrop standar dan guick-hot gram kromotrop dapat digunakan untuk mendeteksi
mikrosporidia pada tinja. Pada penderite AIDS demgan jumlah CD4 yang rendah
didapatkan densitas mikrosporidia yang tinggi.

Kata kunci : Mikrosporidiosis intestinal, diagnosis, modifikasi trikrorn, CD4
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Microsporidia in AIDS Patients with Chronic Diarrhoea in Jakarta

Agnes Kurniawan,* Esy Maryanti,’ Lisawati Susanto*

* Department of Parasitology Faculty of Medicine, University of Indonesia
¥ Student of Biomedic Science Major Parasitology Faculty of Medicine, University of
Indonesia

Microsporidia is an emerging parasite in human which infect gastrointestinal
tract, muscular, ocular and systemic, Microspoeridia infection is primarily a disease of
HIV/AIDS patients, Intestinal microsporidia is most common infection and associated
with chronic diarthoea and wasting syndrome which worsened patient condition. Until
now, there is no available data on this parasite in Indonesia. The objective of this study
was to determine the prevalence of intestinal microsporidia among the AIDS patient with
chronic diarrhoea in Jakarta and to determine the correlation between microsporidia’s
density and CD4 count, A number of 126 stools from AIDS patients with chronic
diarthoea referred to Parasitology Laboratory FKUI were examined by standard
chromotrope staining and quick-hot gram chromotrope. The result showed the prevalence
of intestinal microsporidia is 7.1% by standard chromotrope staining and 6.3% by quick-
hot gram chromotrope. There is no significant difference between positive cases
microsporidia (p=1.00). A negative correlation between the density of microsporidia and
CD4 cell counts (p=0.00; r—0.979) was observed. Im conclusion prevalence of
microsporidia among AIDS patients with chronic diarrhoea is low. Standard chromotrope
staining and quick-hot gram chromotrope can be used to detect microsporidia. The
density of microsporidia was higher in patient with low CD4 cell counts.

Key words:
Intestinal microsporidiosis, diagnosis, modified trichrome stain, CD4 count.
Pendahuoloan

Aecquired Immume Deficiency merupakan salah satu parasit yang

Syndrome (AIDS) merupakan penyakit
imunodefisiensi didapat yang
disebabkan oleh Human
Immunedeficiency Virus (HIV). HIV
adalah virus retro yang menginfeksi
sistem imun tentama sel T CD4 yang
memiliki reseptor dengan afinitas tinggi
untuk HIV. Jumlah penderita AIDS di
dunia semakin hari semakin bertambah.!
Di Indonesia sampai bulan Maret tahun
2008 telah dilaporkan peningkatan
jumlah kasus AIDS mencapai 11868
kasus dan 6130 kasus HIV positif.”
Diare merupakan salah satu
gejala yang menyebabkan morbiditas
dan mortalitas tinggi pada penderita
yang terinfeksi dengan HIV. Diare inilah
yang menjadi salah satu alasan penderita
AIDS datang berobat.’ Mikrosporidia

ditemnukan pada tinja penderita AIDS
dengan diare kronis. Dilaporkan 5-50%
penderita diare kronis ini terinfeksi
dengan mikrosporidia.*

Saat ini diketahui ada 14 spesies
mikrosporidia yang dapat menginfeksi
manusia terutama pada individu
imunokompromis.”’ Diantara 14 spesies
tersebut, Enterocytozoon bieneusi dan
Encephalitozoon  intestinalis  yang
tersering diternukan pada penderita
AIDS dan diantara dua spesies ini
Enterocytozoon bieneusi yang paling
banyak dilaporkan.®

Mikrosporidiosis adalah
penyakit yang disebabkan oleh
mikrosporidia dan merupakan an
emerging and opportunistic infection
pada manusia’ Pada tahun 1999 di
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Perancis  dilaporkan  26%  kasus
mikrosporidiosis  intestinalis  pada
penderita AIDS,” Pada tahun 2000 dan
2001 di Zimbabwe dan Guinea Bisseau
terdapat 18% dan 11%  kasus
mikrosporidiosis  intestinalis  pada
penderita AIDS dengan diare kronis.® Di
India tahun 2005 terdapat 10% kasus
infeksi mikrosporidiosis intestinal pada
penderita AIDS dengan diare kronis.

Sebelum ada ART
(Antiretroviral  Therapy), prevalensi
mikrosporidiosis intestinal tinggi pada
penderita AIDS dengan diare kronis.'®
Sejak digunakannys ART pada tahun
1995-1996, prevalensi mikrosperidiosis
intestinal pada penderita HIV/AIDS di
negara-negara maju  menurun.'’’ Di
negara-negara  berkembang  seperti
Afrika dimana penggunaan ART masih
terbatas prevalensi mikrosporidiosis
intestinal masih tinggi.'' sedingkan di
Indonesia sampai sekarang data-data
tentang mikrosporidiosis belum pernah
dilaporkan.

Gejala klinis mikrosporidiosis
intestinal adalah diare kronis dan
wasting syndrome. Diare bisa terjadi tiga
sampai tujuh kali perhari bahkan bisa
lebihv dari 20 kali per hari, tinja lunak
atau encer tanpa darah, kadang demam,
anoreksia, mual, muntah dan penurunan
berat badan sekitar 2 kg/bulan, Diare
yang berkepanjangan disertai penurunan
berat badan akan berlanjut menjadi
kaheksia merupakan faktor yang
mempercepat teréadinya kematian pada
penderita AIDS.!

Respons imun seluler
mempunyai  peran utama  dalam
mengontrol  infeksi  mikrosporidia.”
Mikrosporidiosis yang disebabkan oleh
E.bieneusi lebih sering tegadi pada
penderita  dengan  imunodefisiensi
seluler berat yaitu bila jumlah CD4
turun yaitu < 100/mm’."*

Diagnosis mikrosporidiosis
intestinal yaitu dengan menemukan
mikrosporidia di tinja."’ Pemeriksaaan
mikroskopis dengan menemukan spora
mikrosporidia masih merupakan
diagnosis yang umum dilakukan untuk

menegakkan
mikrosporidiosis.'?

Ukuran mikrosporidia yang
sangat kecil, memerlukan ketelitian
pemeriksa dalam mendeteksi parasit ini,
disamping pewarnaan khusus agar dapat
dibedakan dengan organisme lain di
tinja sepeiti sel ragi dan bakteri.
Pewarnaan yang biasa digunakan yaitu
pewarnaan kromotrop yang mempunyai
sensitivitas 88% '° dan 72,79%° akan
tetapi ptoses = pewarnaan ini
membutuhkan waktu yang lama yaitu
+120 menit, sehingga diperlukan teknik
lain yang lebih cepat dan tepat. Teknik
quick-hot gram kromotrop merupakan
modifikasi teknik kromotrop dimana
proses lebih cepat dan latar belakang
lebih terang sehingga mikrosporidia
lebih mudah terdeteksi.'

Berdasarkan besarnya
permasalahan HIV/AIDS dan beratnya
dampak mikrosporidiosis intestinal pada
penderita AYDS terutama dengan jumlah
CD4 yang rendah, serta tidak adanya
data-data tentang mikrosporidia dan
infeksi yang ditimbulkannya  di
Indonesia maka perlu  dilakukan
penelitian tentang mikrosporidia pada
penderita AIDS dengan diare kronis.

diagnosis

Bahan dan Cara Kerja

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Parasitologi FKUIL Sampel adalah tinja
penderita AIDS dengan diare kronis
yang tidak diketahui status terapi
antivirusnya yang berasal dari berbagai
rumah sakit di Jakarta yang dikirim ke
Laboratorivm Parasitologi FKUI dari
bulan September 2007 - Mei 2008. Tinja
diberi larutan pengawet formalin 10%
dengan perbandingan 1:3, sebagai
kontrol positif adalah tinja positif
mikrosporidia dari CDC Atlanta, USA.
Data klinis penderita dan jumlah CD4
diambil dari data sekunder.

Pemeriksaan tinja dengan pewarnaan
kromotrop standar 1

Tinja sebanyak 10p] diletakkan
pada kaca tutup lalu dioleskan dengan
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lidi aplikator dan kemudian dibiarkan
kering. Dilakukan fiksasi dengan
metanol absolut 5 menit. Diwarnai
dengan kromotrop selama 90 menit,
setelah diwamai dengan kromotrop
dibilas dengan Alkchol asam 90%
selama 1-3 detik. Kemudian dibilas
dengan alkoho! 95% dan 100% masing-
masing selama 3 menit. Setelah dibilas
dengan alkohol, dilakukan pembilasan
dengan xylol sebanyak dua kali masing-
masing selama 10 menit. Sediaan
dikeringkan dan kemudian di mownting.
Sediaan kemudian diperiksa dengan
mikroskop perbesaran 1000x dengan
minyak imersi. Untuk satu sampel
dibuat 2 sediaan (duplo). Kontrol positif
selalu disertakan tiap 10 sediaan.

Identifikasi mikrosporidia : Spora
mikrosporidia akan tampak berwama
merah muda yang berukuran 1,0-1,6 x
0,9 pm berbentuk oval dengan “belt”
melintang. Pemeriksaan dilakukan pada
seluruh lapang pandang pada masing-
masing sediaan dengan perbesaran
1000x. Hasil dinyatakan negatif bila
tidak ditemukan mikrosporidia.

Pemeriksaan tinja dengan pewarngan
quick-hot gram kromotrop'

Tinja scbanyak 10 pl difetakkan
diatas kaca objek lalu dioleskan dengan
lidi  aplikator kemudian dibiarkan
kering. Sediaan difiksasi dengan cara
dilewatkan diatas api 3x, masing-1nasing
1 detik. Kemudian didinginkan pada
suhu kamar. Sedisan diwamai dengan
solusi gentian violet dan dibiarkan 30
detik, setelah itu sediaan dibilas dengan
air mengalir. Selama 30 detik sediaan
diwamnai dengan solusi Gram iodin dan
kemudian dibilas dengan decolorizer.
Setelah itu dibilas dengan air mengalic
dan diwamai dengan kromotrop pada
suhu 55°C selama 1 menit, lalu dibilas
dengan alkohol asam 90% selama 1-3
detik. Kemudian sediaan  dibilas
. berturut-turut dengan alkohol 95%,
alkohol 100%, alkohol 100%, masing-

masing selama 30 detik. Sediaan
dikeringkan dan dimounting Setelah
kering, sediaman diperiksa dengan
mikroskop cahaya perbesaran 1000x.
Untuk saty sampel dibuat 2 sediaan
(duplo). Kontrol positif selalu disertakan
tiap 10 sediaan.

Identifikasi mikrosporidia : Spora
mikrosporidia akan tampak berwama
ungu/violet yang berukuran 1,0-1,6 x
0,9 um berbentuk oval dengan dinding
spora yang jelas dan gambaran a belt-
like stripe. Pemeriksaan dilakukan pada
seluruh  lapang pandang dengan
perbesaran 1000x. Hasil dinyatakan

negatif ~ bila  tidak  ditemukan
mikrospondia.
Penilaian Hasil Kerja

Teknik pewamaan kromotrop
standar dan quick-hot gram kromotrop
dilakukan pada 126 sampel. Dilakukan
pencatatan waktu yang diperlukan untuk
pewarnaan satu sediaan dan waktu yang
diperlukan untuk memeriksa satu
sediaan. Kemudian dilakukan pemilihan
teknik yang terbaik berdasarkan waktu
pewarnaan, waktu pemeriksaan dan
kualitas sediaan dari 126 sampel.

Sampel yang positif dari teknik
pewarnaan yang dipilih  dilakukan
perhitungan kuantitatif untuk
menentukan  densitas  mikrosporidia
menggunakan mikroskop  cahaya
perbesaran  1000x. Sediaan dibaca
dibawah mikroskop dimulai dari sudut
kiri berlanjut ke kanan dan seterusnya
secara sistematis.

Waktu pewarnaan adalah waktu yang
diperlukan untuk proses pewamaan
mulai dari fiksasi sampai selesai tahap
akhir proses pewarnaan dan siap untuk
dikeringkan. Waktu pemeriksaan adalah
waktu yang diperlukan untuk membaca
satu sediaan pada seluruh lapang
pandang. Kualitas pulasan dinilai dari:
latar belakang pewamaan dan kontras
antara mikrosporidia dengan sekitar.
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Hasil

Kualitas Pulasan dengan Teknik Pewarnaan Kromotrop Standar

Latar belakang berwarna hijau pucat. Spora mikrosporidia berwama merah
Kontras antara mikrosporidia dengan muda. Tampak garis diagonal (belt-like
sekitar : jelas, spora mikrosporidia strip) melingkari spora mikrosporidia.
dapat dibedakan dengan sekitarnya. (Gambarl).

Gambar 1. Mikrosporidia dengan Pewarnaan Kromotrop Standar Menggunakan
Perbesaran 1000x

Kualitas Pulasan dengan Teknik Pewarnaan Quick-hot Gram Kromotrop

Latar belakang terang berwama hijau berwarna ungu  kebiruan. Spora
sangat pucat. mikrosporidia berwarna mulai dart ungu
Kontras antara mikrosporidia dengan gelap, sampai ungu kebiru-biruan.
sekitar : kurang jelas, spora Kadang tampak garis diagonal (belt-like
mikrosporidia dapat dibedakan dengan strip) melingkari spora mikrosporidia,
sekitarnya  tetapi  kadang  sukar (Gambar2)

dibedakan dengan bakteri yang juga
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Gambar 2. Mikrosporidia dengar Pewarnaan Quick-hot Gram Kromotrop Menggunakan
Perbesaran 1000x
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Waktu Proses Pewarnaan dan Waktu
Pemeriksaan

Pada teknik pewarnaan
kromotrop standar, peneliti memerlukan
waktu untuk proses pewarnaan kurang
lebih 126 menit/slide dan waktu
pemeriksaan  kurang  lebih 20
menit/slide. Pada teknik pewamaan
quick-hot gram kromotrop, waktu untuk
proses pewarnaan lebih cepat yaitu
memerlukan waktu kurang lebih 9
menit/slide dan waktu pemeriksaan
kurang tebih 45 menit/slide.
Berdasarkan hasil ini proses pewarnaan
teknik kromotrop standar lebih lama
dibandingkan dengan teknik gquick-hot
gram kromotrop, namun dari segi waktu
pemeriksaannya lebih cepat.

Tabel 1. Hasil Pembacaan Sediaan
dengan Teknik Pewarnaan
Kromotrop Standar dan Quick-hot
Gram Kromotrop

Kromotrop Standar
+ - Total
Quick-hot ——3 0 37126
Gram (6.3%)
Kromotrop . 1 117 118126
(93,7%)
Total 9/126 117126 126

_(1,1%) _(929%) (100%)

Berdasarkan tabel 1 didapatkan
bahwa jumlah penderita
mikrosporidiosis yang dideteksi dengan
teknik pewamaan kromotrop standar dan
quick-hot gram kcomotrop hampir sama.
Pada uji statistik dengan Mc Nemar test
tidak didapatkan perbedaan yang
bermakna antara hasil dari kedua teknik
tersebut (p=1,00).

Gambaran Hasil Pemeriksaan dengan
Teknik  Pewarnaan  Kromotrop
Standar

Dari 126 sampel yang diperiksa
dengan teknik pewamaan kromotrop
standar didapatkan hasil seperti yang
terlihat pada tabel 2 yaitu didapatkan
bahwa sampe! tinja yang positif
mikrosponidia semuanya berasal dari
penderita laki-laki dengan jumlah CD4
<200/mm* seperti terlihat pada tabel 3.
Sebanyak 6 dari 9 penderita dengan
mikrosporidia  positif  di tinja
mempunyai jumjah CD4<50/ mm’. Satu
penderita mempunyai CD4 50-100/mm’
dan  dua penderita  mempunyai
CD4>100-200/mm’. Pada tabel 3 juga
terlihat bahwa 7 dart 9 sampel yang
positif  mikrosporidia ditemukan
Blastocystis hominis. Dari 126 sampel
pada  penelitian  ini,  B.hominis
merupakan protozoa yang paling sering
ditemukan yaitu 73% (infeksi tunggal
dan campur).

Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Berdasarkan Karakteristik Penderita AIDS dengan

Diare Kronis
Hasil Jenis kelamin Umur (thn)
pemeriksaan Laki-laki Perempuan 30 >30
Positif 9 0 5 4
Negatif 93 24 71 46
Total 102 (81%) 24 (19%) 76(60%) 50(40%)
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Tabel 3. Densitas Mikrosporidia, Jumlah CD4 dan Parasi¢ Usus Lain yang

Ditemukan pada Sampe! Mikrosporidia Positif

Densitas Mikrosporidia Jumiah CD4 Parasit Usus Lain
{/ul)

12 188 B.hominis
75 42 B.hominis
30 45 Tidak ada
15 98 B.hominis
125 28 B.hominis

25 45 E.histolytica/E.dispar,
B.hominis
450 12 B.hominis
98 37 B hominis
8 168 Tidak ada

Densitas Mikrosporidia dihitung hanya pada 9 sampel tinja yang positif
Mikrosporidia dengan jumlah spora antara 8 sampai 450 spora dalam 100 lapang

pandang.

donsitas
§

Lingar Regresslon

denskas = 19058 +-1,19* od4
R-Square =029

Gambar 3. Grafik Korelasi Densitas Mikrosporidia dengan Jumlah CD4

Hasil uji korelasi dengan uji Spearmans memperlihatkan adanya hubungan
bermakna (p=0,00; r=-0,979) antara densitas mikrosporidiz dengan jumlah CD4 seperti
terlihat pada tabel 4.4. Untuk melihat pengaruh jumlah CD4 terhadap tingginya densitas
mikrosporidia dilakukan uji analisis regresi dan hasilnya seperti tampak pada grafik di
gambar 4.3. Hasil ini menunjukkan korelasi negatif yaitu bahwa semakin rendah jumlah
CD4 maka semakin tinggi densitas mikrosporidia. Sembilan sampel tinja mikrosporidia
positif didapatkan enam sampel terinfeksi dengan Blastocystis hominis dan satu sampel
terinfeksi dengan Blastocystis hominis dan Entarmoeba histolytica/ Entamoeba dispar.
Hanya dua sampel yang tidak terinfeksi dengan parasit usus lain.
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Tabel 3. Densitas Mikrosporidia, Jumlah CD4 dan Parasit Usus Lain yang
Ditemukan pada Sampel Mikrosporidia Positif

Densitas Mikrosporidia Jumlah CD4 Parasit Usus Lain
(/ul)

12 188 B.hominis
75 42 B.hominijs
30 45 Tidak ada
53 98 B.hominis
125 28 B.hominis

25 45 E.histolytica/E. dispar,
B.hominis
450 12 B.hominis
98 37 B.hominis
3 168 Tidak ada

Densitas Mikrosporidia dihitung hanya pada 9 sampel tinja yang positif
Mikrosporidia dengan jumlah spora antara 8 sampai 450 spora dalam 100 lapang
pandang.

‘_. = Linear Rogresslon
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Gambar 3. Grafik Korelasi Densitas Mikrosporidia dengan Jumlah CD4

Hasil wji korelasi dengan uji Spearmans memperlihatkan adanya hubungan
bermakna {p=0,00; r=0,979) antara densitas mikrosporidia dengan jumlah CD4 seperti
terlihat pada tabel 4.4. Untuk melihat pengaruh jumlah CD4 terhadap tingginya densitas
mikrosporidia dilakukan uji analisis regresi dan hasilnya seperti tampak pada grafik di
gambar 4.3. Hasil ini menunjukkan korelasi negatif yaitu bahwa semakin rendzh jumlah
CD4 maka semakin tinggi densitas mikrosporidia. Sembilan sampel tinja mikrosporidia
positif didapatkan enam sampel terinfeksi dengan Blastocystis hominis dan satu sampel
terinfeksi dengan Blastocystis hominis dan Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar.
Hanya dua sampel yang tidak terinfeksi dengan parasit usus lain.
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Pembahasan

Pada penelitian ini dilakukan
pemeriksaan sampel tinja penderita
AIDS dengan diare kronis sebanyak 126
sampel dengan teknik pewamaan
kromotrop standar dan guick-hot gram
kromotrop.

Berdasarkan hasil pemeriksaan
dengan teknik pewamaan kromtotrop
standar diperoleh sediaannya
mempunyai kontras yang jelas antara
spora mikrosporidia dengan sekitar yaitu
spora mikrosporidia berwama merah
muda sampai merah dengan latar
belakang berwarna hijau pucat sehingga
spora mikrosporidia dapat dibedakan
dengan elemen tinja yang lain yaitu sel
ragi, bakteri serta debris. Ini sama
dengan hasil penelitian yang dilakukan
oleh Weber ef al.'? Sel ragi juga akan
berwarna merah muda-merah tetapi
mempunyai ukuran yang lebih besar dari
spora mikrosporidia dan kadang-kadang
terlihat bertunas. Bakteri akan terwamai
hijau atau abu-abu transparan yang jelas
berbeda dengan spora mikrosporidia.
Sisa-sisa sel atau decbris kadang
berwarna merah muda dan merah yang
sering meragukan dengan spora
mikrosporidia  tetapi  ini  dapat
disingkirkan karena debris atau sisa-sisa
sel mempunyai bentuk yang tidak teratur
dan dalamnya transparan/ kosong.
Berbeda dengan spora mikrosporidia
yang  mempunyai “belt”  yang
melingkarinya. Belt ini merupakan
filamen polar yang merupakan ciri khas
mikrosporidia yang membedakannya
dari organisme lain.”

Pemeriksaan dengan teknik
pewarnaan quick-hot gram kromotrop
pada sediaan teclibat spora
mikrosporidia berwarna ungu gelap dan
ungu kebiruan dengan latar belakang
berwarna hijau pucat. Hal ini sama
seperti yang didapatkan pada penelitian
oleh Moura e al.'® Spora mikrosparidia
dapat dibedakan dari sel ragi yvang juga
berwamma ungu pgelap serta berukuran
lebih besar, sedangkan terhadap bakteri,
spora  mikrosporidia agak  susah
dibedakan karena vkuran yang hampir

sama dan juga terwarnai sama yaitu
ungu kebiruan. Dilihat dari lamanya
proses pewarnaan dan pemeriksaan,
maka proses pewarnaan kromotrop
standar membutuhkan waktu yang lama,
rata-rata 126 menit, mulai dari fiksasi
dengan metanol sampai selesai dibilas
dengan xylol terakhir. Ini sedikit
berbeda dengan peneliian yang
dilakukan oleh Weber et af yaitu hanya
membutuhkan waktu 120 menit.”?
Perbedaan ini mungkin disebabkan
karena pada penelitian tersebut tidak
memperhitungkan waktu pengeringan
antar tahap, sedangkan pada penelitian
ini waktu pengeringan antara satu tahap
ke tahap berikutnya dihitung.

Waktu yang dibutuhkan wntuk
mengeringkan tinja sebelum difiksasi
dengan metanol kurang lebih 15 menit
dan waktu yang dibutuhkan untuk
mengeringkan sediaan  sebelum  di
mounting kurang lebili 10 menit. Jadi
secara  keseluruhan  waktu  yang
diperlukan  peneliti ~ mulai  dari
pembuatan apusan tinja sampai di
mounting pada teknik pewarnaan
kromotrop standar kurang lebih 15!
menit/slide.

Pada proses pewamaan quick-
hor  gram  kromotrop,  peneliti
memerlukan waktu yang lebih cepat dari
teknik pewamaan kromotrop standar
yaitu kurang lebih 9 menit. Ha! ini juga
sedikit berbeda dengan penelitian yang
dilakukan oleh Moura et a/ yang
menyebutkan hanya membutuhkan
waktu 5 menit untuk proses pewarmaan
dengan teknik ini.'® Perbedaan ini
disebabkan karena pada penelitian yang
dilakukan oleh Moura ef af hanya
menghitung waktu pewamaan tanpa
memperhitungkan waktu yang
dibutuhkan untuk pengeringan antar satu
tahap ke tahap berikutnya. Waktu yang
dibutuhkan wuntuk mengeringkan tinja
sebelum difiksasi dengan waktu untuk
pengeringan scbelum di mounting pada
teknik pewamaan quick-hot gram
kromotrop sama dengan kromotrop
standar yaitu kurang lebih 15 menit dan
10 menit. Secara keseluruhan waktu
vang diperlukan mulai dari pembuatan
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apusan tinja sampai di mounting pada
teknik pewarnaan guick-hot gram
kromotrop kurang lebih 34 menit/slide.

Untuk proses pemeriksaan pada
teknik kromotrop standar, peneliti
membutuhkan waktu lebih cepat yaitu
kurang lebih 20 menit sedangkan
dengan  teknik  guick-hot  gram
kromotrop peneliti membutuhkan waktu
kurang lebih 45 menit. Untuk hasil
pemeriksaan dengan pewamaan
kromotrop standar didapatkan 9 sampel
yang positif mikrosporidia. Pada quick-
hot gram kromotrop terdapat 8 sampel
positif mikrosporidia yang juga positif
dengan kromotrop standar, tetapi satu
sampel negatif, ini mungkin disebabkan
karena jumlah spora mikrosporidia yang
terialu sedikit yaiu densitas
mikrosporidia  dengan  pewarnaan
kromotrop standar yaitu 8 spora
mikrosporidia dalam 100 lapang
pandang dan bakteri sangat banyak pada
sampel ini schingga susah untuk
dideteksi.

Berdasarkan hal tersebut maka
peneliti memilih pewarnaan kromotrop
standar untuk menghitung densitas
mikrosporidia. Walaupun pada
kromotrop standar dibutuhkan waktu
yang lama untuk proses pewarnaan
tetapi lebih cepat dalam pemeriksaan
untuk mendeteksi mikrosporidia. Pada
teknik pewarnaan quick-hot gram
kromotrop sulit membedakan antara
spora mikrosporidia dengan bakteri yang
terwarnai sama.

Pada penelitian ini, dengan
teknik pewarnaan kromotrop standar
didapatkan hasil 9 buah sampel
mikrosporidia positif dari 126 (7,1%)
sampel tinja penderita AIDS dengan
diare kronis. Di Kano Nigeria pada
tahun 2007 dilaporkan prevalensi
mikrosporidiosis intestinal pada
penderita AIDS sebesar 7,29% dan tidak
jauh berbeda dengan hasil penelitian ini,
pada penelitian tersebut digunakan
teknik ELISA dan  pemeriksaan
mikroskopis dengan  pewarnaasn
modifikasi Giemsa. '~ Hal ini berbeda
dengan di Lima, Peru pada tahun 2005
dilaporkan prevalensi mikrosporidiosis

intestinal pada penderita HIV/AIDS
yaitu 67 (3%) dari 2652 sampel, yang
menggunakan  teknik pewarnaan
kromotrop standar untuk  deteksi
mikrosporidia. ¥

Di India pada tahun 2002
prevalensi mikrosporidiosis yaitu 2,5%
dari 120 sampel tinja penderita HIV
positif dengan dan tanpa diare.
Penelitian di India ini menggunakan
teknik pewamaan kromotro? standar dan
quick-hot gram kromotrop.?

Perbedaan  prevalensi  ini
mungkin disebabkan karena daerah yang
berbeda, kriteria subyek penelitian dan
ketersediaan highly active antiretroviral
therapy (HAART) di negara tersebut,
dimana sejak penggunaan HAART
mulai tahun 1996 prevalenst
mikrosporidiosis pada penderita AIDS
mulai menurun, dimana sebelum
luasnya penggunaan HAART di USA
prevalensi mikrosporidiosis intestinal
14,1% sampai 34,8%, dan setelah
penggunaan ~ HAART, berkurang
menjadi 1,5%.% Di Australia dilaporkan
juga bahwa tejadi penurunan insiden
mikrosporidiosis intestinal dari 11%
pada tahun 1996 menjadi 0% pada tahun
2006.® Tapi pada negara-negara
berkembang yang ketersediaan ART
masih kurang, prevalensi
mikrosgoridiosis intestinal  masih
tinggi.'

Rendahnya prevalensi
mikrosporidia pada penderita AIDS
deagan diare kyonis pada penelitian ini
bisa  juga disebabkan karena
pengambilan sampel yang hanya satu
kali.

Jumlah CD4 sebagai komponen
sistern imun mempunyai peran dalam
mengontrol infeksi terhadap
mikrosporidia.”® Dari sembilan sampel
tinja yang positif mikrosporidia, enam
penderita mempunyai jumlah CD4
<50/mm’. Penelitian yang dilakukan di
Kano-Nigeria 2007, didapatkan enam
dari 14 penderita mikrosporidiosis
intestinalis Juga mempunyai jumlah
CD4<50/ut.”  Beberapa  penelitian
sebelumnya juga menyebutkan bahwa
mikrosporidiosis intestinal terjadi pada
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penderita HIV/AIDS dengan jumlah
CD4 yang rendah yaitu <100/mm”."*?

Dari hasil uji korelasi antara
densitas mikrosporidia dengan jumlah
CD4 memperlihatkan adanya hubungan
bermakna. Korelasi antara densitas
mikrosporidia dengan jumlah CD4
secara statistik pada penelitian ini
mempunyai korelasi yang negatif yaitu
semakin rendah jumiah CD4 maka
semakin tinggi densitas mikrosporidia.
Pada penelitian yang dilakukan oleh
Cotte et al dinyatakan bahwa status
imun sangat berperan dalam terjadinya
infeksi mikrosporidia.” Jadi  dapat
dinyatakan bila jumlah CD4 semakin
turun maka densitas mikrosporidia
semakin tinggi dan diikuti dengan
infeksi yang semakin berat.

Selain mikrosporidia, pada tinja
penderita juga ditemukan parasit usus
fain. Enam dari sembilan sampel yang
positif mikrosporidia ditemukan
Blastocystis hominis dan satu sampel
koinfeksi dengan  B.hominis  dan
E.histolytica/  E.dispar. Dua sampel
tidak ditemukan infeksi parasit usus lain.
B.hominis juga merupakan protozoa
usus terbanyak (73% n=126) yang
ditemukan dari seluruh sampel pada
penelitian ini. Hasil ini hampir sama
dengan penelitian yang dilakukan oleh
Kurniawan A, et al (2007) di Jakarta
dimana B.hominis merupakan parasit
yang paling umum ditemukan (72,4%,
n=3 18) pada penderita HIV/AIDS.*

Pada penelitian ini
mikrosporidia dapat merupakan salah
satu penyebab diare kronis pada
sembilan sampel yang terdeteksi dengan
parasit ini atau bisa juga diare olech
karena koinfeksi dengan parasit lain
yaitu B.hominis dan E.histolytica. Selain
parasit usus, diare pada penderita
mungkin juga disebabkan oleh jamur
atau bakteri yang juga terlihat pada
pemeriksaan mikroskopis bersama-sama
dengan mikrosporidia, akan tetapi tidak
diketahui  jenis bakterinya apakah
komensal atau patogen, berasal dari
tubuh penderita atau kontaminan sebab
tidak dilakukan identifikasi bakteri atau
jamur, dan kontainer tinja tidak steril.
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Selain itu, diare pada penderita
AIDS yang positif mikrosporidia tanpa
terinfeksi parasit usus lain ini dapat juga
discbabkan oleh keadaan lain, seperti
obat-obatan. Penelitian yang dilakukan
oleh Norhayati et al (2004)
menyebutkan bahwa  mikrosporidia
intestinal dapat juga terdeteksi pada
penderita HIV/AIDS tanpa gejala diare
atau gejala gastrointestinal.”®
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