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ABSTRAK

Nama : Sri Wahdini
Program Studi : Imu Biomedik Kekhususan Imunologi
Judul : Deteksi Cryptosporidium sp pada Feses Pasien

Terinfeksi HIV/AIDS dengan Diare Kronis

Cryptosporidium sp adalah parasit yang merupakan protozoa penyebab diare pada
individuv imunodefisiensi seperti penderita HIV/AIDS. Diagnosis criptosporidiosis
dengan menemukan ookista pada tinja menggunakan metode pulasan tahan asain
dinilai kurang sensitif. Deteksi koproantigen Cryptosporidium sp menggunakan
ELISA diketahui lebih sensitif dan spesifik. Penelitian ini bertujuan untuk deteksi
koproantigen Cryptosporidium sp pada pasien HIV/AIDS dengan diare kronik
menggunakan ELISA dan MTA serta melihat korelasi antara nilai absorbansi
dengan hitung ookista. Sebanyak 95 sampel tinja dari pasien HIV/AIDS dengan
diare kronik diperiksa menggunakan pulasan tahan asam yang merupakan gold
standart dan deteksi koproantigen. Frekuensi kriptosporidiosis menggunakan
deteksi koproantigen sebesar 36,8% dan dengan metode MTA 11,6%. Nilai
sensitivitas dan spesifisitas koproantigen dibandingkan dengan pulasan tahan
asam sebesar 100% dan 71,4%. Tidak terdapat korelast antara nilai absorbansi
dengan hitung ookista.

Kata kunci:
Cryptosporidium sp, HIV/AIDS, diare kronik, ELISA,MTA
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ABSTRACT

Name : Sri Wahdini
Study Program : Biomedical Science, Immunology
Title :Detection of Cryptosporidium sp in  Human

Immunodeficiency Virus/Acquired Immunodeficiency
syndrome patient with chronic diarrhea

Cryptosporidium sp is a protozoan parasite, causes severe diarrhea in
immunodeficient hosts like the HIV/AIDS patients. Diagnosis of
cryptosporidiosis by finding the oocyst from stool by modified acid fast staining,
is insensitive. Coproantigen detection offers more sensitive and specific technique
to detect Cryprosporidium infection. The objective of this study is to determine
cryptosporidiosis proportion among HIV/AIDS patients by Cryptosporidial
antigen detection in stool compare 1t to modified acid fast staining and determine
its correlation with oocyts count. A number of 95 stool specimens from the
HIV/AIDS patients with chronic diarrhea were subjected to coproantigen ELISA
test and modified acid-fast staining (gold standard). The frequency of
Criptosporidial infection was 36,8% and 11,6% respectively by coproantigen
detection and AF staining with 100% sensitivity and 71,4% specificity. There is
no correlation between optical density and oocyst count.

Key word:
Cryptosporidium sp, HIV/AIDS, chronic diarthea, ELISA, modified acid-fast
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Cryptosporidium sp adalah protozoa intestinal penyebab diare yang
self-limiting pada  individu imunokompeten, sedangkan pada individu
imunokompromais menyebabkan diare kronik. Beberapa peneliti telah
melaporkan kejadian kriptosporidiosis pada pasien terinfeksi Auman
immunodeficiency virus (HIV Yacquired immunodeficiency syndrome (AIDS).
Infeksi Cryptosporidium sp dengan manifestasi intestinal kronik (>1 bulan),
merupakan salah satu parasit penyebab selain Isospora dan menjadi indikator
AIDS berdasarkan klasifikasi CDC.’

Pada tahun 2005 di Venezuela ditemukan 15%  infeksi
Cryptosporidium sp pada pasien HIV dengan diare.” Sedangkan di India tahun
2007 didapatkan 25% kasus infeksi Cryptosporidium sp pada penderita HIV
dewasa dengan gejala klimis diare, demam, mual muntah dan 18%
asimptomatik.® Di bagian barat daya Nigeria pada tahun 2007 ditemukan
52,7% pasien HIV dengan diare yang disebabkan oleh Cryptosporidium sp.*
Pemeriksaan yang dilakukan terhadap 318 sampel tinja pasien terinfeksi HIV
dengan gejala diare pada periode November 2004 sampai Maret 2007 di
Departemen Parasitologi FKUI, ditemukan Cryptosporidium sp sebagai parasit
terbanyak kedua setelah Blastocystis hominis yaitu sebesar 11,9%.°

Cryptosporidium sp merupakan patogen oportunistik karena paling sering
menyebabkan penyakit bila status imun hospes menurun misalnya anak-anak dan
individu imunokompromis. Gejala klinis dan berat penyakit berkaitan erat dengan
status kekebalan tubuh dan diare merupakan manifestasi klinis utama.®’ Pada
beberapa studi dilaporkan bahwa diare kriptosporidiosis ditemukan pada pasien
dengan hitung sel T CD4 < 200 sel/mm’ darah.® Caludio Vieira et al melaporkan
infeksi Cryptosporidium sp terdeteksi pada pasien dengan hitung CD4 < 100
sel/mm?’, dengan gejala klinis diare kronik, penurunan berat badan dan bahkan
menimbulkan kematian.’ Sejak digunakannya ARV pada tahun 1995-1996,
prevalensi kriptosporidiosis intestinal pada pasien HIV/AIDS di negara-negara

maju menurun. Pemberian antiretro viral (ARV) pada pasien AIDS dapat
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mengeradikasi infeksi Cryprosporidium intestinalis. Beberapa pasien AIDS
dengan diare yang disebabkan oleh Cryptosporidium dan diobati dengan ARV
menunjukkan perbaikan secara klinis dan histologi serta penurunan jumiah
parasit. 2°

Diagnosis kriptosporidiosis dapat dilakukan secara mikroskopis, deteksi
antigen dengan teknik imunoassai dan molekuler.*'® Pewarnaan modifikasi tahan
asam (MTA) dengan atau tanpa konsentrasi merupakan metode yang paling
umum digunakan, dalam diagnosis laboratorium kriptosporidiosis di berbagai
laboratorium di dunja termasuk Indonesia.!''"? Pada pemeriksaan dengan teknik
mikroskopis diperlukan jumlah ookista yang banyak atau minimal 1x10%ml,
tenaga laboratorium yang terlatih, dan berpengalaman. Pada tahap awal infeksi
saat ookista belum banyak dikeluarkan di feses maka hasil pemeriksaan
mikroskopis akan negatif."* Selain itu ekskresi ookista intermiten dengan jumlah
bervariasi dari hari ke hari® Pada kasus dengan kecurigaan tinggi terhadap
kriptosporidiosis tetapi tidak ditemukan ookista pada tinja, maka perlu dilakukan
pemeriksaan dengan tekmk lain salah satunya adalah deteksi antigen.'® Kaushik
et al, tahun 2008 melaporkan 4,9% kriptosporidiosis pada pasien HIV dengan
teknik pewarnaan MTA sedangkan dengan pemeriksaan deteksi koproantigen
didapatkan sebesar 18,9%.'® Evaluasi yang dilakukan oleh Jayalakshmi et al, di
rumah sakit Coimbatore, India terhadap penggunaan ELISA untuk deteksi antigen
Cryptosporidium sp pada spesimen feses pasien HIV/AIDS didapatkan infeksi
Cryptosporidium sp sebesar 12,4% dengan spesifisitas 90.8% dan sensitivitas
99.0% dibandingkan pemeriksaan mikroskopis dengan pulasan MTA."’

Penelitian Werner et al, yang membandingkan teknik diagnostik deteksi
ookista dan koproantigen pada tahun 2004 menyimpulkan bahwa uji imunoenzim
lebih baik daripada metode mikroskopis untuk mengidentifikasi Cryptosporidium
sp di tinja.'® Dagan et al, menyebutkan beberapa kelebihan teknik deteksi antigen
untuk mendeteksi Cryprosporidium sp. Pertama, lebih sensitif, spesifik, mudah
dan tidak memeriukan tenaga laboratortum vang terlatih dan berpengalaman serta
prosedurnya sama dengan prosedur uji imunoenzim lainnya. Kedua, teknik
imunoenzim dapat dilakukan terhadap feses yang telah disimpan dalam

preservasi, tanpa mempengaruhi hasil sehingga dapat digunakan dalam penelitian
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lapangan atau skrining dengan jumlah sampel yang banyak. Ketiga, spesimen
tidak perlu dikonsentrasi atau melalui proses apapun dan hasil dapat dibaca secara
visual dengan melihat ada tidaknya perubahan warna.'®

Rentannya pasien HIV/AIDS terhadap infeksi lain baik ko-infeksi maupun
yang bersifat oportunistik menyebabkan perjalanan penyakitnya bertambah berat
dan dapat berakibat fatal, terutama pada kasus dengan hitung sel T CD4" yang
rendah. Cryptosporidium sp merupakan parasit oportunistik penyebab diare yang
bisa berakibat fatal pada keadaan status imun yang rendah, karena adanya
autoinfeksi internal dan kemungkinan menyebar ke organ lain seperti saluran
pernapasan, ~sehingga perlu dilakukan deteksi sedini mungkin. Teknik
pemeriksaan yang ada saat ini masih mengandalkan deteksi ookista dengan
pulasan modifikasi tahan asam yang sekalipun spesifisitasnya tinggi, tapi
sensitivitas rendah, sehingga sulit mendeteksi kasus asimptomatis atau intensitas

infeksi rendah. Untuk itu, perlu dikembangkan alternatif teknik deteksi infeksi

Cryptosporidium sp.

1.2 Pertanyaan Penelitian
Berdasarkan permasalahan yang dikemukakan pada latar belakang timbul
pertanyaan:
1.  Berapa frekuensi kriptosporidiosis pada pasien terinfeksi HIV /AIDS
dengan diare kronis dengan deteksi koproantigen dan MTA?
2. Bagaimanakah nilai sensifivitas dan spesifisitas pemerikaan
koproantigen dibandingkan teknik MTA?
3. Apakah terdapat korelasi antara nilai absorbansi koproantigen
dengan hitung ookista?
4.  Bagaimanakah distribusi frekuensi infeksi Cryptosporidium sp pada
pasien HIV/AIDS berdasarkan umur, status imundefisiensi dan

riwayat pengobatan ARV?
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1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan Umum

Mendeteksi Cryptosporidium sp pada feses pasien HIV/AIDS dengan
diare kronis dan faktor-faktor terkait.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui frekuensi kriptosporidiosis pada pasien HIV/AIDS
dengan diare kronis dengan cara deteksi koproantigen.

2. Mengetahui frekuensi kriptosporidiosis pada pasien HIV/AIDS
dengan diare kronis dengan pulasan MTA.

3. Menilai sensitivitas dan spesifisitas dari pemeriksaan koproantigen
dibandingkan pulasan MTA.

4. Mengetahui hubungan nilai absorbansi koproantigen dengan hitung
ookista.

5. Mengetahui distribusi frekuensi infeksi Crypfosporidium sp pada
pasien HIV/AIDS Berdasarkan kelompok  umur, status

imundefisiensi dan riwayat pengobatan ARV.

1.4 Manfaat

Jika deteksi koproantigen terbukti iebih baik, maka teknik ini dapat
disarankan untuk dipakai dalam deteksi kriptosporidiosis.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sejarah Infeksi Cryptosporidium sp.

Genus Cryprosporidium sp merupakan parasit coccidian bersel tunggal,
seukuran sel darah merah yang jika tertelan masuk ke dalam tubuh akan
menginfeksi daerah mikrovili sel-sel epitel yang melapisi saluran cerna dan
pemapasan vertebrata. Penyakit yang disebabkan oleh parasit ini disebut
kriptosporidiosis.ﬁ‘zo Cryptosporidium sp. pertama kali ditemukan oleh Tyzzer
tahun 1907 pada kelenjar lambung mencit. Infeksi Cryprosporidium sp pada
manusia pertama kali dilaporkan pada tahun 1976 yang menginfeksi anak sehat
dan orang dewasa dengan status imunosupresi dengan gejala diare.?!

Kasus kriptosporidiosis sebagai patogen pada manusia mulai banyak
dilaporkan antara tahun 1980-1983, yaitu ditemukannya lebih dari 80 kasus di luar
negeri.ll’n Perhatian terhadap parasit ini meningkat karena kasus kriptosporidiosis
pada manusta banyak dilaporkan dari berbagai negara, antara lain dari Denmark,
Venezuela, Australia, Haiti, Selandia Baru, Muangthai, Filipina.23 D1 Indonesia,
pada tahun 1990, dilaporkan hasil penelitian pertama tentang Cryptosporidium sp
dan dari hasil ini belum dapat disimpulkan Cryptosporidium sp. sebagai agen
utama penyebab diare, karena tidak diteliti enteropatogen lain seperti virus dan
bakteri yang lebih sering sebagai penyebab diare.” Pada tahun 1998 dilaporkan
2,8% kriptosporidiosis pada anak dengan diare dan 1,4% pada anak tanpa diare.”
Cryptosporidium sp. adalah agen penyebab diare dan bersifat oportunistik,
terutama pada anak-anak dan individu imunokompromais seperti pada penderita
AIDS dan bermanifestasi sebagai diare akut, transien, intermiten hingga kronik.
Infeksi parasit ini juga bisa terjadi pada individu imunokompeten.®*

Ada 16 spesies Cryprosporidium sp (berdasarkan hospesnya) yang
menginfeksi ikan, reptil, burung dan mamalia. Yaitu C. parvum, C. hominis, C.
Jelis, C. canis, C. wrairi, C. saurophilum, C. suis, C. scophthalmi, C. bovis, C.
andersoni, C. muris, C. serpentis, C. molnari, C. galli, C. meleagridis dan C.
baileyi. Hanya delapan spesies yang diduga dapat menginfeksi mamalia terutama
manusia. C. parvum dan C. hominis adalah spesies utama yang menginfeksi

manusia®>%’
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Infeksi Cryptosporidium sp terjadi bila tertelan ookista matang yang
dikeluarkan oleh tinja hospes terinfeksi, dengan masa prepaten, yaitu waktu antara
infeksi dan pengeluaran ookista berkisar 5-21 hart. Lama pengeluaran ookista se-
bulan atau lebih pada orang yang imunokompeten, sedangkan pada yang imuno-
kompromais jauh lebih lama. Ookista berukuran 4-6 um, dindingnya tebal
sehingga melindunginya dari berbagai disinfektan. Ookista dapat dibunuh dengan
pemanasan sampai 65°C selama 30 menit atau memasak air sampai mendidih

selama 1 menit, dengan 5% sodium hipoklorit atau 5%-10% amonia.”**’

2.2 Daur Hidup Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp adalah protozoa yang termasuk kelas sporozoa yang
berkembang biak secara aseksual dan seksual bergantian. Cryptosporidium sp. di
dalam usus, melekatkan diri di permukaan sel epitel pada “brush border”,
sehingga tampak menonjol ke dalam lumen usus, sedangkan perkembangan
parasit terjadi di dalam vakuola parasitoforus. Parasit ini intraseluler, tetapi
ekstrasitoplasmik pada brush border sel hospesnya.® Pada pangkal perlekatan
antara parasit dan mikrovili ada daerah yang mengalami fusi, schingga terjadi
kontak langsung antara sel epitel dan parasit. Daerah tersebut mempunyati struktur
sangat tipis dan berbentuk lipatan-lipatan dan disebut feder organella tempat
terjadinya aliran nutrisi dari sel hospes ke parasit Cryptosporidium sp.?

Siklus hidup Cryptosporidium sp sangat kompleks (Gambar 1) yang
dimulai pada saat kista tertelan melalui makanan atau minuman. Di traktus
gastrointestinal atas, terjadi ekskistasi ookista mengeluarkan sporozoit yang akan
menembus sel-sel epitel intestinal dan berkembang menjadi trofozoit (bentuk
bola). Sporozoit berkembang biak secara aseksual menghasilkan meron tipe satu
yang berisi 6-8 inti matang dan berkembang menjadi 6-8 merozoit. Merozoit dari
meron tipe satu akan menghasilkan merozoit baru, kemudian mengalami siklus
aseksual lagi dan berkembang menjadi meron tipe dua. Masing-masing merozoit
pada meron tipe dua yang malang, berkembang menjadi empat merozoit dan
mengalami siklus seksual. Pada perkawinan seksuval (sporogoni), merozoit
berdiferensiasi menjadi mikro dan makrogamet dan setelah pembuahan akan

menghasilkan zigot, yang berkembang menjadi ookista yang berisi empat
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sporozoit. Ookista ada dua jenis, yang berdinding tipis (20%) mengeluarkan
sporozoit di dalam usus dan menyebabkan autoinfeksi, sedangkan yang
berdinding tebal (80%) dikeluarkan melalii tinja dan dapat menginfeksi hospes

lainnya 2%
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Gambar 2.1. Daur hidup Cryptosporiditm parvum terjadi dalam tahap aseksual
dan seksual’

2.3  Gambaran Klinis

Gejala klinis kriptosporidiosis pada manusia berkaitan erat dengan status
kekebalan tubuh penderita (Tabel 1).** Diare adalah gejala predominan yang
ditemukan pada 80-90% kasus®® Faktor usia individu yang terserang
kriptosporidiosis tidak berpengaruh terhadap ada tidaknya gejala klinis. Diare dan
malnutrisi merupakan faktor penting yang secara tidak langsung dapat
menyebabkan kematian pada penderita kriptosporidiosis. !

Pada individu imunokompeten, Cryptosporidium sp dapat menyebabkan
diare yang biasanya kurang dari sebulan atau diare akut yang dapat sembuh
sendiri, tetapi paling banyak asimptomatik.”**** Pada individu imunokompromis
seperti penderita AIDS, spektrum klinis mulai dari infeksi tanpa gejala, diare akut,
dehidrasi, dan malabsorbsi serta diare kronis dalam waktu lama atau menahun dan
pada beberapa kasus bisa menyebabkan kematian 57273435
Gejala klinis lain yang menyertai antara lain demam ringan, pusing, nyeri

ulu hati, sakit perut, mual, muntah, anoreksia, sukar tidur dan nafsu makan
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6.7.36,37 Herbowo,

berkurang yang berakibat pada penurunan berat badan,
melaporkan gejala klinis kriptosporidiosis yang timbul pada anak batita dengan
status imun normal di daerah Kampung Melayu Jakarta yaitu diare, anoreksia,
demam, berat badan turun dan vomitus.* Ajjampur et al, melaporkan dari 28
kasus kriptosporidiosis 10 pasien mengalami diare selama lebih 3 bulan, 8 pasien
mengalami 2-3 kali episode diare dalam 12 bulan dan 10 pasien mengalami diare
akut dalam 12 bulan. Selain diare 50% pasien mengalami demam, 14,3% mual
dan 14,3% mengalami mual muntah’ Ada empat kelompok gejala klinis pada
pasien  HIV dengan kiyptosporidiosis yaitu: diare seperti kolera yang
membutuhkan terapi rehidrasi intravena, diare kronik, intermiten dan
transien/sementara.”

Dari beberapa penelitian dilaporkan bahwa prevalensi infeksi pada pasien
HIV dilaporkan 0-100% dengan median 32%. Perbedaan ini timbul karena adanya
perbedaan dari rancangan studi yang dipilih, lokasi geografis, kelompok populasi,
sensitifitas metode diagnosis dan stadium penyakit.” Flanigan, menyatakan
bahwa pasien dengan jumlah sel T CD4" lebih besar dari 180 sel/mm’ dapat
sembuh darl infeksi secara spontan sedangkan 87% pasien dengan jumlah sel T
CD4" kurang dari 180 sel/mm’ akan mengalami diare kronik.>*> Penelitian di
India oleh Dwivedi et al, melaporkan bahwa pasien HIV dengan diare kronik
memiliki rerata jumlah CD4 lebih rendah (123 sel/mm>) daripada pasien dengan
diare akut (265 sel/mm®).® Risiko infeksi pada individu ini selain dipengaruhi
oleh jumilah CD4, juga dipengaruhi oleh faktor sosial dan kebiasaan seperti
kebiasan seksual, memelihara hewan di rumah, mendatangi lokasi sauna, spa atau
penggunaan toilet umum, pemilihan sumber makanan dan minuman, serta
pemakaian obat secara injeksi.”

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

Walaupun saluran intestinal merupakan tempat utama kriptosporidiosis,
sistem organ lain juga dapat terlibat diantaranya paru-paru, telinga bagian tengah,

saluran empedu, pankreas dan lambung. Infeksi di saluran empedu menyebabkan
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kolesistitis alithiasis, kolangitis sklerosis, papilitis dan stenosis saluran empedu

terminal, sedangkan manifestasi pada saluran pernafasan berupa bronkhitis

kronik.5

Tabel 2.1 Gambaran klinis kriptosporidiosis®™

Karakteristik

Individu Imunckompromise

Individu EImunokompeten

Populasi rentan

Lokasi infeksi

Manifestasi infeksi

Manifestasi klinis

Durasi infeksi

Keparahan berdasarkan
jumlah CD4:

> 200 sel/mm’

< 100 sel/mm’

< 50 sel/mm’

Prognosis

Terapi

Semua  kelompok umur
terutama pasien AIDS

Intestinal atau ekstraintestinal

Asimptomatik, transien, kronik
atau fulminan

Diare, demam, nyeri abdomen
kuadran atas, kuning, muntah
dan berat badan turun

2 hari sampai seumur hidup

Sembuh spontan
Kronik dan ekstraintestinal
Fulminan

- Transient atau asimptomatik
(5-184 minggu)

- Kronik (3-127 minggu)

- Fulminan (2-28 minggu
sampai kematian)

Antiretrovirus  (highly active
anti-retroviral therapy} dengan
atau tanpa antiparasit
(paromomycin)

Anak-anak (terutama < |
tahun) dan dewasa semua
umur (terutama lansia)

Biasanya intestinal

Asimptomatik, akut  atau
persisten

Diare, demam, keram perut,
muntah, mual, berat badan
turun

Sampai 2 minggu

Mortalitas tingg] pada bayi dan
anak-anak di negara
berkembang

Nitazoxanide

Kriptosporidiosis pada manusia mempunyai distribusi yang luas di seluruh

dunia.”*** Manusia dan hewan pada semua tingkatan usia dapat terinfeksi
Cryptosporidium sp, mulai dari bayi usia 3 hari (yang mendapat infeksi dari
vagina ibu dengan kriptosporidiosis) sampai orang dewasa yang berumur 95
tahun.”” Yang paling rentan terinfeksi adalah anak-anak usia 1-3 tahun, wanita
hamil dan individu immunokompromis.*’” Kerentanan terhadap infeksi bervariasi

untuk setiap individu, karena faktor latar belakang genetik dan status imun. ™
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Insidens kriptosporidiosis baru dilaporkan pada masa dekade ini dan masih
sedikit orang yang mengetahui jenis parasit Cryplosporidium sp, sehingga
perhatian terhadap parasit ini masih kurang. Sumber infeksi utama selain tinja
yang mengandung ookista adalah sputum penderita kriptosporidiosis paru.>' Ada
beberapa cara transmisi Cryptosporidium sp. yaitu: manusia ke manusia, hewan

ke manusia, kontaminasi air dan makanan. 39

2.4 Diagnosis Cryptosporidiun sp

Tiga teknik diagnosis yang dapat digunakan untuk deteksi
Cryptosporidium sp di tinja adalah metode pewarnaan untuk mendeteksi ookista
Cryptosporidium sp, metode imunologi untuk mendeteksi antigen dan deteksi
asam nukleat dengan menggunakan PCR. Pemilihan teknik diagnosis oleh suvatu
laboratorium tergantung kepada beberapa faktor antara lain biaya, fasilitas dan

tingkat kemapuan teknisi Tabel 2.*

2.4.1 Metode Pewarnaan

Ookista Cryptosporidium sp. dapat dideteksi secara langsung dengan
menggunakan mikroskop. Cryptosporidium sp. yang berasal dari sampel feses
sebaiknya dikonsentrasi untuk mendapatkan oockista yang tidak bertumpuk di
dalam debris feses. Ukuran ookista Cryptosporidium sp. yang relatif kecil,
mengakibatkan diagnosis kurang akurat, sehingga dikembangkan metode
pewarnaan. Garcia dkk melakukan beberapa metode perwarnaan untuk
mendeteksi ookista Cryptosporidium sp yaitu gtemsa, trikrom, ziel-neelsen tahan
asam dan modifikasi tahan asam (MTA)."" Metode pewarnaan MTA merupakan
metode yang terbaik dan paling uvmum digunakan, karena kebanyakan
instansi/laboratorium mempunyai mikroskop cahaya biasa. Dengan metode ini,
ookista akan terlihat berwarna merah dengan latar belakang kehijauan. Apabila
jumlah ookista yang ditemukan sedikit akan menyulitkan untuk mendiagnosis
Crvptosporidium sp. Ukuran ookista Cryptosporidium sp. juga harus dibedakan
dari ukuran spora jamur (6-8um). Keuntungan metode ini adalah waktu untuk
membuat pulasan tidak lama dan biaya murah, sedangkan kekurangannya adalah

tidak sensitif dan spesifik.'"*
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Tabel 2.2 Pilihan diagnosis untuk deteksi Cryptosporidium sp pada sampel tinja®

Teknik Sensitivitas Spesifisitas Kecepatan Kemudahan Keuntungan Kerugian
Identifikasi
Sensitivitas
. dan spesifisitas
MTA + + + i+ Biaya murah rendah
Sensitivitas
dan spesifisitas
AF Ee ++ ot 4t Skrining cepat rendah; biaya
mahal (alat)
Sensitif (32,9 ng
protein
Cryptosporidium)
[Meridian
ElA i+ o+ 44+ -+ Diagnostic, Inc.,  Biaya mahal
Cincinnati, OH];
dibutuhkan
training singkat
Sensitif (100
ookista/ml)
5 _ [Meridian ;
TFA e = k. ke Diagnostic, Inc., yida mahal
Cincinnati, OH]
Metode tidak
Sensitif (1 g dardisesi;
PCR +++ fEqieap ++ ++ ookista); permits ay !
. dibutubkan
genolyping

peralatan dan
training khusus

MTA= modifikasi tahan asam, AF = auramin fenol, EIA= enzyme immunoassay, \FA= immungffurescence PCR=
Polymerase Chain Redaction; + = sedang, ++ = baik, +++ = sangat baik
24,2 Metode Imunologi

Pemeriksaan imunologi dapat dilakukan dengan cara imunoflouresensi,
deteksi antigen Cryptosporidium sp dengan enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA), dan imunonokromatografi. Diagnosis dengan metode ini membutuhkan
biaya lebih mahal dibandingkan metode pewarnaan. Pemeriksaan
imunofloresensi menggunakan fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-
Cryptosporidium Mab (FITC-C-Mabs) yang akan mengenali permukaan epitop
ookista.*® Prinsip imunokromatografi adalah antibodi yang diikat pada membran
fase solid, antigen Cryptosporidium sp yang terlarut dilewatkan pada membran

sehingga terbentuk reaksi antigen antibodi. Hasil dinyatakan secara kualitatif,
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yaitu positif jika terlihat sebagai garis berwarna pada lokasi tertentu di
membran.*!

Deteksi antigen di feses (koproantigen) dengan ELISA dibuat dengan
menggunakan antibodi monoklonal dan poliklonal. Pada kit diagnostik komersial
terdapat sumur yang telah dilapisi anti-Cryptosporidium yang akan menangkap
koproantigen Cryptosporidium sp, antibodi anti-Cryptosporidium dikonjugasi
dengan enzim, substrat, kromogen dan stop solution. Setiap kit dilengkapi dengan
kontrol positif dan kontrol negatif. Teknik ELISA dengan metode sandwich
menggunakan prinsip antibodi yang diikat pada plat yang terdiri dari 96 sumur
dan akan menangkap antigen Cryptosporidium sp di tinja. Penambahan antibodi
kedua bertujuan untuk mengikat epitop antigen. Reaksi tersebut dapat
divisualisasikan dengan cara antibodi kedua dilabel dengan enzim atau
penambahan antibodi ketiga yang telah di label enzim dengan tujuan
meningkatkan sensitifitas pemeriksaan. Reaksi diikuti dengan penambahan
substrat yang akan dikatalisasi oleh enzim menghasilkan warna yang
intensitasnya dapat dinilai secara visual atau diukur dengan spektofotometer.*?

Kelebihan teknik imunoenzim untuk mendeteksi Cryptosporidium sp adalah
lebih sensitif, spesifik, mudah dan tidak memerlukan tenaga laboratorium yang
terlatih dan berpengalaman serta prosedurnya sama dengan prosedur uji
imunoassay lainnya. Teknik ini juga dapat dilakukan terhadap tinja yang telah
disimpan dalam preservasi misalnya formalin 10% tanpa mempengaruhi hasil
sehingga dapat digunakan dalam penelitian lapangan atau skrening dengan jumlah
sampel yang banyak. Kelebihan lainnya adalah tinja tidak perlu dikonsentrasi atau
melalui proses apapun dan hasil dapat dibaca secara visual dengan melihat ada

tidaknya perubahan warna. 2

2.4.3 Uji Molekuler
Uji molekuler terutama dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
semakin ditingkatkan untuk diagnosis laboratorium kriptosporidiosis.*? Metode

PCR dapat digunakan untuk meningkatkan deteksi Cryptosporidium sp dalam
bahan klinis, menentukan spesies dan identifikasi genotip. Ada tiga tahap yang
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dilakukan untuk deteksi DNA Cryptosporidium sp yaitu isolasi ookista, ekstraksi
dan amplifikasi DNA.*

Teknik PCR lebih sensitif dan spesifik dalam deteksi ookista
Cryptosporidium sp dibandingkan teknik mikroskopis seperti pulasan tahan asam.
Teknik PCR dapat mendeteksi kurang dan 20 ookista/gram tinja atau hanya 1
ookista, sedangkan untuk deteksi secara mikroskopis dibutuhkan 10.000-500.000
ookista/gram tinja.***? Namun, teknik PCR membutuhkan waktu lama, biaya
mahal dan pemeriksa berpengalaman. PCR juga dapat dihambat prosesnya oleh
komponen lain di tinja, seperti kompleks polisakarida, garam empedu dan
bilirubin, sehingga perlu menambah prosedur tertentu untuk menghilangkan
residu tersebut dari dalam tinja.**°

Tahap pencucian pada teknik konsentrasi dengan menggunakan air tanpa
ion yang dilakukan berulang kali dapat membuang residu larutan pengawet
sehingga tidak mengganggu hasil PCR. Penggunaan larutan pengawet yang tepat
akan mempermudah deteksi DNA Cryprosporidium sp. Ada beberapa gen yang
dapat mendeteksi Cryptosporidium sp, yang paling tinggi sensitivitas dan
spesifisitasnya ada 2 gen yaitu gen 188 rRNA dan gen Cryptosporidium oocyst
wall protein (COWP). Gen 18S rRNA dapat mendeteksi 1 ookista, sedangkan gen
COWP dapat mendeteksi minimal 10 ookista. Ada teknik nested PCR vang dapat

menentukan spesies dari Cryptosporidium sp. 02

2.5 Respons Imun Crypfosporidium

Penelitian infeksi Cryptosporidium sp pada mencit menunjukkan bahwa
imunitas yang terbentuk tergantung dari jumlah sel T CD4' yang meningkat
bersamaan dengan limfosit intraepitel intestinal dan akan menghasilkan interferon
gamma melalui IL-12. Peranan antibodi dalam eliminasi infeksi sangat sedikit, hal
ini dibuktikan dengan tidak adanya perbedaan yang bermakna antara tikus dengan
sel B normal dan tikus tanpa sel B. Peranan sel T CD8 dalam kontrol infeksi
masih terus diteliti sampai sekarang. Sel mast yang merupakan bagion dari
imunitas alami memiliki peranan untuk mengeliminasi parasit sedangkan peranan

sel NK masih belum jelas. a1
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Infeksi terhadap C.parvum menyebabkan peningkatan ekspesi kemokin
sebagai mediator untuk menarik lekosit ke daerah infeksi. Parasit juga akan
mengaktifkan sel-sel limfosit sehingga akan mengeluarkan sitokin tipe 1, tipe 2,
interferon gamma dan IL-4. Sitokin-sitokin tersebut bekerja secara sinergis untuk
menginduksi perubahan fenotip sel enterosit sehingga akan menghambat

perkembangan parasit (Gambar 2.5
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Gambar. 2.2 Mekanisme kerja sitokin dalam respon iman Cryptosporidiun sp™

2.5.1 Imunitas Nonspesifik

Imunitas nonspesifik yang berperan dalam infeksi Cryptosporidium sp
yaitu sel epitel, sel NK, interferon dan komplemen. Di usus kecil, sporozoit
Cryptosporidium yang dilepaskan cokista akan menyerang enterosit dengan
menempel melalui membrane apikal dan pada proses ini kemungkinan melibatkan
lectin spesifik terhadap Gal/GalNac. Elemen aktin sitoskeleton hospes terinduksi
sehingga terbentuk vakuol parasitophorous yang merupakan tempat terjadinya
reproduksi parasit secara seksual dan aseksual.*®

Pada percobaan sel kultur, reaksi antara parasit dan sel epitel
menyebabkan meningkatnya ekspresi imunitas nonspesifik seperti netrofil dan
kemokin (IL-8, GRO-a, RANTES, MCP-1, dan MIP-2a) dalam 24-48 jam pasca
infeksi dan berperan dalam timbulnya respon inflamasi di lamina propia. Respon
inflamasi juga diperantarai oleh NF-kB yang akan menginduksi ekspresi

molekul-molekul proinflamasi termasuk prostaglandin dan kemokin. Hambatan

aktivitas NF-kB pada sel-sel yang terinfeksi Cryptosporidium akan menurunkan
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sekresi 1L-8. Infeksi sel-sel epitel oleh Cryptosporidium juga menginduksi PGE2
yang akan menstimulasi produksi musin dan meregulasi respon sel T untuk
mengeluarkan sitokin. **4°

Sel-sel epitel mengekspresikan TLRs yang merupakan kelompok sensor
molecular yang bersifat nonspesifik terhadap antigen yang memiliki struktur yang
conserved seperti lipopolisakarida bakteri (TLR4), komponen dinding bakteri
(TLR2), atau DNA (TLR9). Signaling sel melalui molekul adaptor MyD88 yang
berasosiasi dengan TLRs menyebabkan aktivasi dan migrasi NF-kB ke inti sel.
Selama infeksi Cryptosporidium terjadi aktivasi NF-kB yang akan menghambat
infeksi ke sel melalui opoptosis dan aktivasi sel epitel kantung empedu melalui
TLR2 dan TLR4. Defisiensi MyD88 pada sel epitel meningkatkan kemampuan
replikasi parasit dan mempengaruhi kerentanan sel tersebut terhadap infeksi
Cryptosporidium. Sel-sel epitel intestinal dapat memproduksi peptide antimikroba
yang dapat membunuh bakteri dan parasit dengan cara merusak membrane sel.
Ekspresi defensin B meningkat pada intestinal sapi yang terinfeksi
Cryptosporidium. Peptida human defensin B 1 dan 2 secara invitro dapat
membunuh sporozoit atau mencegah perkf:mb‘cmgannya.43

Sel NK merupakan limfosit non-T, non-B yang peran utamanya adalah
respon imun nonspesifik terhadap infeksi intraselular oleh virus, bakteri, parasit
dan sel-sel tumor. Sel NK secara lamiah sudah merupakan limfosit sitotoksik yang
ditemukan sejak lahir yang berperan pada sistem imun selular nonspesifik.*” Ada
dua mekanisme kerja sel NK yaitu sekrest sitotoksik terhadap sel-sel terinfeksi
dan produksi sitokin proinflamasi terutama [FNy yang berperan untuk mengontrol
infeksi intraselular. Sel dendritik dan makrofag yang terstimulasi karena adanya
infeksi akan mengeluarkan sitokin untuk mengaktivasi sel-sel NK.* Pada
permukaan sel NK terdapat suatu kompleks reseptor aktivasi atau inhibisi yang
berfungsi meregulasi sitotoksisitas. Reseptor inhibisi mengenali molekul MHC
class T pada sel berinti yang akan menghambat aktivitas lisis oleh sel NK. Jika
ekspresi MHC class | menurun, maka sel NK menjadi sitotoksik dan melepaskan
perotein perforin dan granzim yang akan membuat lubang-lubang kecil pada
membran sel sasaran sehingga menimbulkan influks ion abnormal dan kebocoran

metabolit esensial dari sitoplasma yang berujung pada kematian sel. Aktivasi
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reseptor yang akan menginduksi sitotoksisitas terjadi jika terjadi kontak dengan
molekul ligan yang spesifik pada sel terinfeksi atau sel yang mengalami stress
seperti MHC like MICA atau MICB pada manusia, atau peptida patogen yang
terekspresi pada permukaan sel-sel infeksi. 434748

Beberapa komponen komplemen diproduksi oleh enterosit, tetapi peran
komplemen dalam mengontrol infeksi Cryptosporidium masih belum jelas.
Altivasi komplemen melalni jalur klasik dapat terjadi melalui 2 mekanisme
sehingga terjadi pemecahan secara enzimatik C4 dan C2 menghasilkan C3
convertase. Pemecahan dapat diinisiast secara enzimatik terhadap C1 oleh
kompleks Ag-Ab atau protease serin yang berasosiasi dengan manose binding
lectin (MBL) yang dihasilkan oleh bagian luar dari mikroorganisme. Aktivasi
komplemen melalwi jalur lektin akan mengaktifkan C3 setelah MBL yang
merupakan kolektin diikat melalui bagian lektin karbohidrat kuman. Pasien HIV
dengan mutasi pada gen MBL lebih rentan terhadap infeksi Cryptosporidium sp
dan defisiensi MBL pada serum anak-anak di Haiti berhubungan dengan
meningkatnya insiden kriptosporidiosis. Kedua hal tersebut menunjukkan bahwa
MBL dapat menghalangi perlekatan parasit ke sel-sel epitel atau mengaktifkan

komplek perlekatan komplemen ke membran, *®%

2.5.2 Imunitas Spesifik

Sel limfosit merupakan sel yang berperan dalam sistem imun spesifik, sel
T pada imunitas selular dan Sel B pada imunitas humoral. Pada imunitas humoral,
sel T CD4" berinteraksi dengan sel B dan merangsang proliferasi dan diferensiasi
sel B, sedangkan pada imunitas selular sel T CD4" mengaktifkan makrofag untuk
menghancurkan mikroba intraselular yang menginfeksi sel. Kedua sistem imun
tersebut bekerja sangat erat satu sama lain. Respon sel T dipacu oleh pengenalan
spesifik antigen. Sel T akan mengenal fragmen peptide dari antigen yang diikat
oleh molekul permukaan yang disandi oleh gen MHC.

Infeksi oleh Cryprosporidium akan menyebabkan timbulnya respon
inflamasi sel limfosit dan fagosit sehingga kadang-kadang terjadi atrofi vili dan
hiperplasi kripti yang merupakan karakteristik patologi yang diinduksi oleh sel T.

Infeksi terhadap Cryptosporidium parvum akan meningkatkan jumlah dan variasi
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subset sel T di jaringan mukosa serta meningkatkan ekspresi sitokin proinflamasi
yang berhubungan dengan patologi yang ditimbulkan pada saluran intestinal. Jika
infeksi dapat terkendali maka populasi sel T akan kembali normal.**4*

Sel T CD4" merupakan komponen utama sel-sel di lamina propria
intestinal dan termasuk dalam populasi sel T yang jumlahnya menurun pasca
infeksi oleh HIV HIV tipe 1 terutama menyerang sel T CD4" di daerah intestinal
atau gut-associated Iymphoid tissue (GALT) menyebabkan kerusakan sel dan
keutuhan struktur jaringan. Kerusakan ini bersifat irreversibel sehingga
memudahkan penetrasi bakteri dan produknya yang akan mengaktifkan imun
sistemik nonspesifik dan aktivasi limfosit yang menginduksi kematian sel T.
Protein gpl20 HIV-1 akan berikatan dengan reseptor integrin ¢4p7 yang banyak
terekspresi di sel T CD4” intestinal. e

Selama infeksi terbentuk antibodi anti parasit yang beredar di sirkulasi
dan mukosa. IgM, IgG dan IgA meningkat selama infeksi dan rmenurun setelah
perbaikan walaupun IgG serum masih bertahan selama beberapa bulan lebih lama
dari IgM. Pada penelitian terhadap sampel feses orang dewasa menunjukkan
adanya secretory Igd (slgA) selama terjadinya infeksi tanpa ditemukannya 1gG
atau IgM. Di negara-negara berkembang, titer IgG anti parasit di serum akan terus
meningkat sejalan dengan waktu. Kemungkinan hal tersebut terjadi akibat paparan
dari lingkungan yang terjadi secara terus menerus pada penderita diare kronis
yang diikuti dengan menurunnya IgA dan IgM. slgA berfungsi melindungi

permukaan sel-sel mukosa host tehadap toksin dan mikroba patogen.**

253 Sitokin**

Sitokin merupakan protein sistem imun yang mengatur interaksi antarsel
dan memacu reaktivitas imun baik pada imunitas nonspesifik maupun spesifik.
Sitokin diproduksi oleh sel imunitas spesifik yaitu sel limfosit dan sel-sel imunitas
nonspesifik antara lain makrofag, endotel dan beberapa sel epitel.

TNF alfa merupakan sitokin proinflamasi yang dihasilkan oleh se! T dan
sel-sel lain jika terjadi infeksi dan sitokin ini berperan untuk menstimulasi
mekanisme killing antimikroba seperti pada proses inflamasi. Beberapa penelitian

pada mencit dan manusia yang terinfeksi Cryptosporidium sp tejadi peningkatan
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sitokin di daerah intestinal. Kegagalan mencit C57BL/6 IFN gamma mengontrol
infeksi yang terjadi berkaitan dengan rendahnya ekspresi TNF alfa di intestrinal
dan jika diberikan terapi TNF alfa proses reproduksi parasit dapat ditekan. TNF
alfa secara signifikan akan menghambat perkembangan Cryptosporidium parvum
pada enterocyt cell line manusia dan tikus.

Selain TNF alfa, ada sitokin proinfilamasi lainnya seperti IL-1 dan IL-6
vang memiliki aktivitas yang sama sepertt TNF alfa. IL-1 menghambat reproduksi
parasit di enterosit dan jumlahnya akan meningkat saat infeksi pada manusia dan
mencit. Ekspresi IL-6 meningkat pada mencit defisiensi Thl yang terinfeksi
Cryptosporidium parvum dan dapat menghambat perkembangan parasit secara in
vitro.

IL-18 dan IL-15 di keluarkan oleh makrofag, sel dendritik, dan sel-sel
epitel yang akan mengaktifkan sel NK dan sel T untuk mengeluarkan IFN gamma.
IL-15 juga berperan dalam homeostasis sel NK dan sel T memori. pemberian IL-
18 dari luar akan mengurangi multiplikasi parasit pada sel line. Pasien
imunokompeten dengan kriptosporidiosis yang gagal mengekspresikan IFN
gamma biasanya akan di hasilkan IL-15 di saluran intestina. Peran utama IFN
gamma dan sitokin proinflamasi lainnya adalah aktivasi mekanisme antimicrobial
killing yang meliputi produksi derivat toksik nitric oxide atau radikan oksigen,
membuat keadaan defisiensi metabolit yang diperlukan umtuk pertumbuhan
mikroorganisme seperti triptofan atau besi selular.

Kadar nitric oxide yang tinggi distimulasi oleh IFN gamma kadang-
kadang bersamaan dengan sitokin lainnya seperti TNF alfa. Sitokin menginduksi
ekspresi inducible nitric oxide synthase (INOS) yang akan mengubah arginin
menjadi citrulline dan nitric oxide. Kadar derivat nitric oxide nitrate dan nitrite di
plasma meningkat selama infeksi seperti halnya ekspresi iNOS yang dideteksi
secara imunohistokimia. Keuntungan lain meningkatnya produksi NO adalah
ekspresi PGE2 akan meningkat sehingga fungsi barier sel-sel epitel juga akan
meningkat. Peran utama TNF alfa adalah mencegah invasi parasit dan sedikit
efek terhadap perkembangan parasit intraselular, sedangkan kedua fungsi tersebut
dimiliki oleh IFN gamma. IL-4 tidak mempengaruhi perkembangan parasit, tetapi

secara sinergis dengan IFN gamma dapat mencegah replikasi parasit.
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Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif dengan desain penelitian

cross sectional {(potong lintang).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Departemen Parasitologi Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia (FKUI). Wakiu penelitian Desember 2008 —
Mei 2009.

3.3 Sampel dan Perhitungan Besar Sampel
3.3.1 Sampel

Sampel yang diteliti adalah feses penderita HIV/AIDS dengan diare
kronis yang dikirim dari POKDISUS AIDS dan bangsal rawat anak
RSUPNCM untuk dilakukan pemeriksaan feses parasit lengkap di
Laboratorium Parasitologi FKUI. Sebagian besar sampel merupakan koleksi
Departemen Parasitologi yang dikumpulkan sejak Juni — Desember 2008.
Sampel diberi larutan pengawet formalin 10% dengan perbandingan 1: 4 dan
disimpan pada suhu 4° C. Informasi tentang data klinis, hitung CD4, demografi

sampe! merupakan data sekunder, didapatkan dari rekam medik.

3.3.2 Kriteria inklusi

Sampel dengan keterangan klinis diare kronik dari pasien HIV/AIDS

yang berasal dari RSUPNCM.

Deteksi cryptosporidium ..., Sri Wahdini, FKUI, 2009
Universitas Indonesia



20

3.3.3 Kriteria eksklusi
» Sampel tanpa keterangan klinis atau keterangan klinis diare akut
« Sampel dengan keterangan klinis diare kronik dari pasien
imunckompromais lain sepertt keganasan, imunodefisiensi

bawaan.

3.3.4 Perhitungan Besar Sampel

Perhitungan besar sampel berdasarkan rumus®':

Keterangan :

o : Tingkat kemaknaan sebesar 5% (0,05)

Za  : Z skor untuk o sebesar 0,05 adalah 1,96

P : Estimasi proporsi kejadian pada populasi = 18,9% (0,189)
q : 1-p=1-0,189=0,811

d » Kelelitian, ditetapkan 8% {0,08)

n : Perkiraan jumlah sampel

Dari rumus di atas didapatkan hasil sampel sebanyak :

n= (1967 x0.189x 0.811 =92
0,08*

34 Prosedur Penelitian

Setiap sampel yang memenuhi kriteria penelitian diperiksa dengan pulasan
metode pewarnaan modifikasi tahan asam untuk deteksi ookista Cryptosporidium
sp dan ELISA untuk deteksi koproantigen. Data demografit, klinis, status
pengobatan dan hitung CD4 diperoleh dari rekam medis.

3.4.1 Alatdan Bahan

3.4.1.1 Alat : Tabung eppendorf 1500 ul, Micro pipet, Vortex (Maxi Mix
I1, Mixer-37600 USA), Centrifuge (Sorval Biofuge Pico, D-37520, German),
Mikroskop (Olympus), timer, counter, ELISA Reader (Organoteknik),

Deteksi cryptosporidium ..., Sri Wahdini, FKUI, 2009
Universitas Indonesia



21

3.4.1.2 Bahan: Aquabidest, metanol absolut (Merck, cat.no.
1.06009), HCl (Merck, catno. 1.00317), carbol fuchsin (Merck, cat.no
1.09215), malachite green (Merck cat.no. 1.01398), kaca objek dan kaca tutup
ukuran 22x22mm, kit deteksi koproantigen Cryprosporidium sp Diagnostic
automation, inc. Microwell ELISA Cryptosporidium , kat. 8301
yang terdiri atas: test strip 96 sumur microwells yang dilapisi
antibodi Cryptosporidium poliklonal, reagen 1: (antibodi goat anti-
Cryptosporidium), reagen 2: (peroksidase anti-geat), kontrol
positif, kontrol negatif, kromogen (tetramethylbenzidine dan
peroksida), wash concentrat 20X (buffer dab surfactan dengan

Thimerasol), stop solution (1M phosphoric acid).

34.2 CaraKerja:
3.4.2.1 Konsentrasi Feses®>

Sampel feses sebanyak 200 pl dimasukkan ke dalam tabung eppendorf
1500 pl, selanjutnya ditambahkan 700 pl aquabidest, divorteks selama 30 detik.
Ditambahkan 400 ul dietil eter, di bolak balik sebanyak 10 kali. Sampel
kemudian disentrifugasi pada 13000xg selama 1 menit. Supernatan dibuang dan
disisakan kira-kira 200pul, selanjutnya ditambahkan 1 ml aquabidest steril,
divorteks selama 30 detik. Pencucian diulangi lagi dengan penambahan lml
aquabidest. Pelet distsakan 50 ul dan disimpan di kulkas 4°C untuk dilakukan

prosedur selanjutnya.

3.4.2.2 Deteksi Ookista dari Tinja dengan pulasan MTA'""

Sebanyak 5 pl feses hasil konsentrasi dioleskan di atas kaca objek,
kemudian dikeringkan pada suhu ruang, selanjutnya difiksasi dengan metanol
absolut selama 3 menit. Preparat dimasukkan ke dalam botol pewarnaan berisi
larutan carbol fuchsin 2,3% sclama 15 menit, sclanjutnya dicuci di bawah air
mengalir, lalu dicelupkan ke dalam larutan metanol HC1 1% selama 10 - 15 detik.
Kemudian dicuci di bawah air mengalir dan diberi pulasan dengan malachite

green 04% selama 30 detik, terakhir dicuci di bawah air mengalir dan
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dikeringkan pada suhu ruang. Hasil diperiksa di bawah mikroskop pada
pembesaran 400x dan 1000x. Ookista akan tampak berwarna merah, berbentuk
bulat dan berukuran 4 — 6 pm dengan latar belakang hijau (pale green). Ada
tidaknya sporozoit dalam ookista juga diperhatikan. Hasil positif jika ditemukan
satu atau lebih ookista Cryptosporidium sp. pada seluruh lapang pandang. Sampel
dinilai hasilnya dengan penilaian kualitatif atau nominal dikotom (positif dan

negatif). Ookista dihitung secara kuantitatif pada semua lapang pandang.

3.4.2.3 Pemeriksaan Koproantigen dengan ELISA

Pemeriksaan koproantigen Cryptosporidium sp dilakukan dari feses yang
diawetkan dengan formalin 10% dan dilakukan sesuai dengan petunjuk kerja yang
tersedia di dalam kit (lampiran 3). Sebanyak 100 pl supernatan sampel feses
diteteskan dalam sumur ELISA (ELISA plate), sumur Al diisi dengan 100 pul
kontrol negatif dan sumur A2 dengan 100 pl kontrol positif (Gambar 4.1).
Selanjutnya diinkubasi pada suhu kamar (15-25°C) selama 30 menit dan setelah
itu dicuci 3 kali dengan larutan pencuci. Pada masing-masing sumur ditambahkan
2 tetes reagen 1 kemudian inkubasi selama 5 menit dan dicuci. Setelah pencucian
tambahkan 2 tetes reagen 2 kemudian inkubasi selama 5 menit dan dicuci.
Kemudian ditambahkan 2 tetes kromogen dan inkubasi selama 5 menit. Terakhir
tambahkan 2 tetes stop solution. Hasil dapat dibaca secara visual atau dengan

ELISA reader pada 450 nm. Hasil pemeriksaan diinterpretasikan sebagai berikut:
Positif : nilai absorbanst > 0.15 OD.

Negatif : nilai absorbansi < 0.15 OD.

3.5. Definisi Operasional

1. Diare adalah peningkatan frekuensi defekasi (>3x/hari), jumlah
(>10gram/kgBB/hari), dan atau perubahan konsistensi tinja menjadi lebih

cair. Diare kronik adalah diare yang berlangsung lebih dari 14 hari.

2. Infeksi HIV adalah terdapatnya virus HIV pada tubuh seorang individu
yang ditandai dengan tes antibodi HIV positif (ELISA/Western Blot) atau
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pemeriksaan produk virus (HIV-RNA atau HIV-DNA dan/atau antigen
HIV p24) yang positif.”

AIDS adalah semua individu yang terinfeksi HIV dengan jumiah CD4 <200
sel/mm® (atau persentase <15%) untuk usia > 5 tahun atau CD4 < 15%
untuk usia 36-59 bulan atau CD4 < 20% untuk usia 12-35 bulan atau CD4 <
25% untuk usia < 12 bulan; atau dengan gejala dan kondisi yang terkait
dengan HIV.*

Jumlah sel CD4 dalam 6 bulan terakhir sebelum pemeriksaan tinja parasit
dinyatakan dalam persentase untuk anak < 5 tahun dan CD4 absolut umur
> 5 tahun. Derajat imundefisiensi menggunakan nilai CD4 berdasarkan

WHO tahun 2006 terlihat pada tabel 3.1%

Table 3.1 Klasifikasi WHO, derajat imunodefisiensi HIV berdasarkan CD4

Imunodefisiensi Nilai CD4 menurut umur

< 12Zbulan | 12-35 bulan | 36-59 bulan | > 5 tahun
(%) (%) (%) (sel/mm’)

Tidak ada > 30 >30 > 25 > 500
Ringan 30-35 25 -30 20-25 350 -499
Sedang 25-30 20-25 15-20 200—349
Berat <25 <20 <15 < 200 atau

< 15%

Baku emas (gol/d standard) merupakan standar untuk pembuktian ada atau
tidaknya ookista Cryptosporidium sp. pada spesimen, dan merupakan
metode deteksi terbaik yang ada (meskipun bukan yang termurah atau
termudah)®' yaitu menggunakan pulasan tahan asam yang diperiksa di

bawah mikroskop.

Sensitivitas adalah proporsi sampel dengan hasil uji deteksi positif (positif

benar} dibanding seluruh sampel positif (positif benar + negatif palsu).”!

Spesifisitas adalah proporsi sampel dengan hasil uji deteksi negatif (negatif
benar) dibandingkan dengan seluruh sampel yang negatif (negatif benar +

positif palsu).sl
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3.6 Alur Penelitian
Cemis E
: kelamin,umur : A
1 [——» Sample feses pasien HIV/AIDS
s = dengan diare kronik
o -
| Hitung
I CD4
: Hasil +
: ] Deteksi ookista Cryptosporidium sp
dengan pewarnaan MTA
Hasil -
Detekst antigen Cryptosporiditm sp di feses
i orare. Hasil + Hasil -

Gambar 3.1 Alur penclitian

3.7  Analisis Data
Data disajikan secara deskriptif dalam bentuk tabel dan grafik. Karakteristik

sampel] ditampilkan secara tabular. Pengolahan data dilakukan dengan bantuan
piranti lunak SPSS /1.0 for Windows.

3.8 Etik Penelitian
Persetujuan etik penelitian diperoleh dari Komisi Etik Penelitian Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia, No 172/PT02.FK/ETIK/2009 (lampiran).
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4. HASIL PENELITIAN

Selama kurun waktu penelitian sejak Juni 2008 — Mei 2009 terdapat 116
sampel pasien HIV/AIDS dengan diare kronik yang dikirim ke laboratorium
Parasitologi FKUI untuk pemeriksaan tinja parasit. Sebanyak 9 sampel tidak
disimpan dengan baik dalam larutan preservasi dan 8 sampel tidak diketahui

identitasnya, sehingga hanya 95 sampel yang dimasukkan ke dalam penelitian.

4.1 Karakteristik Pasien

Pasien HIV pada penelitian ini terdiri atas 65 (68.4%) laki-laki dan 30
(31.6%) perempuan dengan rentang usia 4 bulan hingga 58 tahun. Sebagian besar
{22 pasien,72.6%) penderita berada pada kelompok umur > 5 tahun, dengan 3
diantaranya berusia 5-7 tahun dan sisanya yaitu 66 pasien merupakan pasien

dewasa atau berusia > 17 tahun.

Tabel 4.1 Karakteristik pasien

Karakteristik N %
Umur dalam tahun {(median,range) 27, 03-58
Kelompok umur (n=95)
<1 tahun 4 4.2
I-3 tahun 15 15.8
3 -~ 5 tahun 7 7.4
> 5 tahun 69 72.6
Jenis Kelamin (n=95)
Laki-laki 635 68.4
Perempuan 30 31.6

Data Persentase atau hitung CD4
Diketahui CD4 (N=62)

< | tahun 0
1 -3 tahun v
3 - 5 1ahun 35
>3 tahun 50
Tidak diketahui 33

Status imundefisiensi pasten (n=62)

Ringan 2
Sedang 4
Berat 36
Terapi ARV (N=95)
Ya 31 32.6
Tidak 64 674
Daerah domisili (N=95)
Jakarta Pusat 26 274
Jakarta Sclatan 9 9.5
Jakarta Utara 5 5.3
Jakaria Timur 15 15.8
Jakarta Barat 11 1.6
Luar DKI 29 30.5
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Di antara 95 pasien yang diterima, hanya 62 orang yang diketahui data
hitung CD4 yaitu 7 pasien usia [-3 tahun, 5 pasien usia 3-5 tahun dan 50 pasien
usia > 5 tahun. Lima puluh enam dari 62 pasien yang diketahui hitung CD4
berada dalam status imundefisiensi berat. Lebih dari setengah pasien (64 pasien,
67.4%) belum mendapat terapi anti retroviral (ARV).

Sebagian besar penderita berasal dari Jakarta Pusat (26 pasien,27,4%)
dan luar Jakarta (29 pasien,30.5%) yang tersebar di Tanggerang (15 orang) Bekasi
{11 pasien), Depok (2 pasien) dan Bandung (1 pasien) (Tabel 4.1)

4.2 Hasil Deteksi Koproantigen dengan ELISA
Secara visual hasil negatif tidak menunjukkan perubahan warna sedangkan
hasil positif berwarna kuning. Sebagai kontrol negatif selain digunakan kontrol

negatif dari kit juga dilakukan terhadap sampel aquadest steril. (Gambar 4.1)

Konlrol Kontrol
Negaiif-Al Pos\i 1if-A2

3 Konirol Negaif
{aquadest sleril)

18
:_’ - = ; - . P K

Gambar 4.1 Hasil positif pada detekst koproantigen dengan teknik ELISA

4.2.1 Perbandingan Deteksi Cryptosporidinm sp. antara Pemeriksaan
Koproantigen dengan Deteksi QOokista menggunakan Pewarnaan
MTA
Tabel 4.2 memperlihatkan perbandingan deteksi Cryprosporidium sp

antara pemeriksaan koproantigen dengan pemeriksaan ookista pulasan MTA.

Pada pemeriksaan ookista dengan pulasan MTA terdeteksi 11 sampel positif

Cryptosporidium sp, sedangkan pada deteksi koproantigen menggunakan
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imunoenzim (ELISA) didapatkan 35 sampel hasil positif dan 24 diantaranya tidak
ditemukan ookista Cryptosporidium sp. Pada uji statitistik dengan Mc Nemar test
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna (p= 0,000, Kappa=0,367
Lampiran 1) antara hasil pemeriksaan koproantigen dengan deteksi ookista
dengan pulasan MTA. Dari data di atas juga dapat dinilai sensitivitas dan
spesifisitas deteksi koproantigen terhadap metode MTA yaitu sebesar 100% dan
71.4%. Nilai prediksi positif (NPP) 31.4% dan nilai prediksi negatif (NPN) 100%.

Tabel 4.2 Hasil deteksi Cryptosporidinm sp pada pasien HIV berdasarkan pulasan
MTA dan pemeriksaan koproantigen

Hasil MTA Total
+ =
+ 11 24 35 (36.8%)
Koproantigen
- 0 60 60 (63.2%)
Total 11 (11.6%) 84 (88.4%) 95 (100%)

Tabel 4.3 memperlibatkan hasil pemeriksaan  koproantigen
Cryptosporidium sp di feses berdasarkan jenis parasit yang ditemukan pada
pemeriksaan mikroskopis. Berdasarkan pemeriksaan mikroskopis
Cryptosporidium merupakan jenis parasit terbanyak kedua setelah Blastocystis
hominis, yaitu sebanyak 11 dari 95 sampel baik sebagai infeksi tunggal (6 sampel)
maupun infeksi campur dengan Blastocystis hominis (4 sampel) dan B.hominis,
Entamoeba coli (1 sampel). Semua hasil pemeriksaan Cryptosporidium sp positif
dengan mikroskopis memberikan hasil koproantigen positif. Sedangkan
pemeriksaan menggunakan mikroskopis yang dinyatakan negatif, B.hominis atau
G.lamblia menunjukkan hasil deteksi koproantigen positif masing-masing sebesar

12/44 sampel, 10/36 sampel dan 2/4 sampel.
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Table 4.3 Hasil pemeriksaan mikroskopis dan deteksi koproantigen Cryprosporidium

sp pada feses pasien HIV/AIDS
Parasit dengan N=95 Koproantigen
pemeriksaan mikroskopis positif

Negatif 44 12
B. hominis 36 10
G. lamblia 4 2
Cryptosporidium 6 6

B. hominis, Cryptosporidium 4 4
E.coli, B. hominis,

- 1 1

Cryptosporidium

4.2.2 Korelasi antara Nilai Absorbansi dengan Densitas Ookista

Pada pemeriksaan mikroskopis dengan pulasan MTA dilakukan
penghitungan jumlah ookista di semua lapang pandang pada sampel yang positif.
(Tabel 4.4) Jumlah ookista berkisar 30 sampai dengan 3400 per slide. Selanjutnya

hasil perhitungan ookista tersebut dihubungkan dengan nilai absorbanst

Tabel 4.4 Densitas ookista Crypfosporidium dan nilai absorbansi koproantigen

Nilai
Densitas ookista absorbansi

30 0.513
73 0.231
79 0.364
87 0.598
105 0.910
146 0.233
152 0,462
292 0.208
592 0.325
2710 1.324
3400 0.987

Hasil uji korelasi dengan uj1 Pearson setelah dilakukan transformasi data
untuk menormalkan data densitas ookista yang distribusinya tidak normal dengan
metode log10, menunjukkan bahwa arah korelasi positif dengan kekuatan korelasi

sedang (r=0.596). Korelasi antara nilai absorbansi hasil pemeriksaan koproantigen
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dengan densitas ookista secara statistik tidak bermakna dengan p =0.053 (Gambar
4.2)
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Gambar 4.2 Korelasi antara nilai absorbansi dengan densitas ookista

4.3 Distribusi Demografi Penderita HIV dengan Infeksi Cryptosporidinum sp
Tabel 4.5 menunjukkan sebaran pasien berdasarkan status imundefisiensi
(WHO,2006) pada setiap kelompok umur. Semua pasien pada kelompok umur
< 1 tahun{n=4) tidak diketahui hitung CD4 sehingga tidak bisa diketahui status
imundefisiensinya. Dari 7 pasien kelompok umur 1-3 tahun yang diketahui
hitung CD4 semuanya berada pada status imun defisiensi berat. Sedangkan
pasien kelompok umur 3-5 tahun dan > 5 tahun yang diketahui hitung CD4

berada pada status imundefisiensi ringan sampai berat.

Table 4.5  Deteksi koproantigen pada berbagai  kelompok umur
berdasarkan klasifikasi imunodefisiensi oleh WHO

T Tidak @ik |, . Total
stimundelt | o
antigén | - D
<1 0 0 0 0 0 0 4 0

0 0 0 0 7 4 8 2 15 6

1 0 1 0 3 1 2 1 7 2

i 1] 3 2 46 20 19 3 69 a7

Total 2 0 4 2 56 25 33 8 11 35
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Dari 50 pasien kelompok umur > 5 tahun yang diketahui hitung CD4, 46
diantaranya memiliki status imundefisiensi berat yang berarti memiliki jumlah
CD4 < 200 seVmm’ Jika dianalisa lebih lanjut hasil pemeriksaan
Cryptosporidium sp pada kelompok ini berdasarkan hitung CD4 memberikan
hasil seperti yang terlihat pada gambar 4.3. Infeksi Cryptosporidium sp lebih
banyak terdeteksi pada kelompok CD4 < 50 sel/mm’,

18 -
6
P 14
2 12
i 1 o
¢ g 1 < S0 sel/mn3{n=28)
"B 8 50-<100 sel/mm3(n=10)
R 4 12 200-<200 sel/mm2({n=8)
2 5
o .

Positif (n=20} ' MNegatifin=2G6)

Koproantigen

Gambar 4.3 Hasil pemeriksaan Cryptosporidium berdasarkan jumlah CD4
pada imundefisiensi berat kelompok umur > 5 tahun

Tabel 4.6 menggambarkan hasil pemeriksaan Cryprosporidium sp dengan
pulasan MTA dan koproantigen setelah terapi ARV. Dari 11 pasien yang
memberikan hasil positif pada pewarnaan MTA, 7 pasien mendapat terapi ARV
sedangkan 3 pasien belum mendapat terapi. Sedangkan dari 35 pasien yang positif
koproantigen, 15 diantaranya mendapat terapi ARV. Lama pemberian ARV

berkisar antara 2 minggu sampai 1 tahun.

Tabel 4.6 Terapi ARV diduga mempegaruhi hasil deteksi Cryprosporidium

Terapi ARV MTA + Koproantigen +
N=11 N=35
Ya 7 s
Tidak 4 20
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5. PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan terhadap sampel feses pasien HIV dengan diare
kronik yang dikirim ke Laboratorium Parasitologi untuk pemeriksaan feses
parasit. Salah satu kendala dalam penelitian ini adalah dokter pengirim tidak
menuliskan identitas pasien dan diagnosts klinis dengan jelas.

Studi yang meneliti kejadian infeksi Cryptosporidium sp di Indonesia
pada individu imunodefisiensi dengan diare kronik masih terbatas. Penelitian
yang dilakukan oleh Rasad et al, tahun 1992 melibatkan populasi imunokompeten
usia 13- 18 tahun dengan diare tanpa membedakan akut atau kronis.” Penelitian
lain yang dilakukan oleh Katsumata, melibatkan populasi anak dan dewasa
dengan diare akut dan tanpa diare”® Berbeda dengan penelitian ini, kedua
penelitian tersebut tidak memasukkan status HIV/AIDS dan diare kronik sebagai
kriteria inklusi. Penelitian terbaru dilakukan oleh Kumiawan et al, untuk
mengetahui secara umum parasit penyebab diare pada populasi HIV dengan diare
kronik.> Pada ketiga penelitian di atas, deteksi Cryprosporidium sp hanya
dilakukan dengan pulasan MTA. Sebaliknya, pada penelitian ini deteksi
Cryptosporidium sp dilakukan dengan pulasan MTA dan deteksi koproantigen
dan memperhitungkan status HIV/AIDS dengan diare kronik sebagai kriteria
inklusi.

Diagnosis kriptosporidiosis yang digunakan secara umum adalah deteksi
ookista pada pulasan yang diwarnai MTA dengan menggunakan mikroskop
cahaya. Pemeriksaan ini sangat ditentukan oleh kemampuan dan pengalaman
tenaga laboratorium. Penelitian ini menggunakan antibodi poliklonal anti-
Cryptosporidium yang akan mengenali antigen Cryptosporidium sp  pada
supernatan tinja, dan antibodi sekunder yang dilabel enzim (sandwich ELISA)
yang merupakan anti-antibodi pertama (produk Diagnostic Automation, Inc
Cryptosporidium).

Kedua teknik pemeriksaan tersebut mudab untuk dilakukan. Pada
pemeriksaan mikroskopis, proses konsentrast atau sedimentasi tinja sangat
dianjurkan untuk meningkatkan hasil deteksi parasit walaupun akan menambah

waktu pemeriksaan. Pada teknik ELISA untuk deteksi koproantigen, proses
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tersebut tidak perlu dilakukan karena akan mempengaruhi keakuratan hasil."”

Intepretasi hasil mikroskopis lebih sulit daripada ELISA membutuhkan tenaga
berpengalaman dan pembesaran hingga 1000X. Hasil pemeriksaan dengan ELISA
dapat dibaca secara visual tanpa memerlukan spektrofotometer sehingga
pemeriksaan ini dapat dilakukan pada penelitian survey lapangan dan dilakukan
pada laboratrium yang tidak dilengkapi spektrofotometer. Pembacaan dengan
bantuan spektrofotometer sangat berguna untuk penentuan hasil pemeriksaan yang
borderline >

Pada penelitian ini, frekuensi kriptosporidiosis pada pasien HIV/AIDS
dengan diare kronik di RSUPNCM dengan deteksi koproantigen adalah sebesar
36,8%. Penelitian Silva di Brazil, didapat 13,5% infeksi Cryptosporidium dari 52
pasien HIV/AIDS dengan dan tanpa gejala menggunakan teknik imunoenzim
(ProSpecT Microplate Assay, Alexon Inc.).? Lebih tingginya frekuensi
kriptosporidiosis pada penelitian ini muhgkin berhubungan dengan pemilihan
pasien HIV/AIDS dengan diare kronik yang merupakan kriteria inklusi ataupun
prevalensi Cryprosporidium sp di Indonesia yang jauh lebih tinggi daripada di
Brazil dengan higiene dan sanitasi lingkungan yang lebih rendah.

Pada penelitian ini, dengan teknik pewarnaan modifikasi tahan asam
didapat hasil sebesar 11.6% (11/95), sedangkan dengan deteksi koproantigen
didapat 36,8%.(35/95). Kaushik et al, di India tahun 2008 melaporkan 4,9%
kriptosporidiosis pada pasien HIV dengan dan tanpa diare menggunakan teknik
pewarnaan ZN dan 18,9% dengan pemeriksaan deteksi koproantigen.'®
Berdasarkan hasil pemeriksaan ELISA terdapat perbedaan hasil positif dengan
MTA yang cukup besar. Hal ini bisa terjadi, karena teknik mikroskopis tidak
dapat mendeteksi stadium selain ookista sedangkan pada tahap penyembuhan
kriptosportdiosis, antigen atau produk dari Cryptosporidium masih dikeluarkan
* melalui feses walaupun tanpa ookista utuh.*

Kelebihan deteksi koproantigen yaitu dapat mengidentifikasi pasien
kriptosporidiosis vang pada saat dilakukan pengumpulan tinja tidak terjad:
ekskresi ookista® dan pengumpulan tinja hanya perlu dilakukan satu kali. Pada
pemeriksaan mikroskopis dianjurkan untuk dilakukan pemeriksaan 2-3 sampel

tinja berbeda yang diambil pada hari berturut-turut atau selang sehari karena akan
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meningkatkan angka deteksi parasit. Cartwight, menganjurkan pemeriksaan dua
spesimen tinja saja karena pemeriksaan ketiga hanya memberikan informasi
tambahan pada 8% kasus, sedangkan pemeriksaan dua spesimen sudah
memberikan sensitivitas deteksi sebesar 92%.® Berdasarkan hasil studi Branda,
dinyatakan bahwa pemeriksaan spesimen tunggal secara komprehensif sudah
mencukupi jika prevalensi infeksi parasit tersebut di populasi mencapai 20%.%’

Pada penelitian ini, metode deteksi koproantigen mempunyai sensitivitas
sebesar 100% dan spesifisitas 71.4% terhadap MTA. Nilai sensitivitas dan
spesifisitas dapat saling mempengaruhi satu sama lainnya, dimana makin rendah
spesifisitas makin tinggl sensitivitasnya demikian juga sebaliknya. Hasil ini
berbeda dengan penelitian Marques tabun 2005 yang mendapatkan nilai
sensitivitas 100%, spesifisitas 96%, NPP dan NPN sebesar 89% dan 100% yang
menggunakan ELISA dari AlexonInc, BIOBRAS.*®  Pada penelitian
Jayalakshmi'’ didapatkan sensitivitas dan spesifisitas ELISA (RIDASCREEN
Cryptosporidium,R-Biofarm, Germany) dibandingkan dengan MTA sebesar
90,9% dan 98,7%. Perbedaan ini karena konsistensi tinja,?* alat yang digunakan
dan kemampuan pemeriksa pada tiap penelitian serta pemilihan kit diagnostik
yang menggunakan antibodi poliklonal atau monoklonal. Faktor visual dan
psikologis pemeriksa sangat berpengaruh dalam penegakan diagnosis.

Semua hasil pemeriksaan Cryptosporidium sp positif dengan mikroskopis
memberikan hasil koproantigen positif. Sebanyak 44 sampel yang dinyatakan
negatif bersadarkan pemeriksaan mikroskopis, 12 diantaranya memberikan hasil
deteksi koproantigen positif. Sedangkan 36 sampel yang ditemukan B hominis
dan 4 sampel G.lamblia menunjukkan hasil deteksi koproantigen positif masing-
masing 10 dan 2 sampel. Spesimen yang tidak terdeteksi ookista Crypfosporidium
sp secara mikroskopis tetapi positif secara koproantigen menunjukkan
kemungkinan pasien terinfeksi Cryptosporidium sp >° tetapi jumlah ookista yang
diekskresikan di bawah ambang deteksi mikroskopis yaitu 1x10° ookista/ml
tinja.”” Kemungkinan lain adalah adanya rcaksi silang antibodi Cryptosporidium
sp dengan parasit usus lain karena antibodi yang digunakan merupakan antibodi
poliklonal, walaupun beberapa penelitian sudah melaporkan bahwa tidak

ditemukan reaksi silang antibodi dengan parasit usus lainnya.'>>
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Sel T CD4" merupakan komponen utama sel-sel di lamina propria
intestinal dan termasuk dalam populasi sel T yang jumlahnya menurun pasca
infeksi oleh HIV HIV tipe 1 terutama menyerang sel T CD4" di daerah intestinal
atau gur-associated lymphoid tissue (GALT) menyebabkan kerusakan sel dan
keutuhan struktur jaringan. Kerusakan ini bersifat ireversibel sehingga
memudahkan penetrasi parasit dan produknya yang berakibat pada kematian sel
T. Protein gpl20 HIV-1 akan berikatan dengan reseptor integrin osfi; yang
banyak terekspresi di sel T CD4" intestinal. ‘>

Infeksi oleh Cryptosporidium akan menyebabkan timbulnya respon
inflamasi sel limfosit dan fagosit sehingga kadang-kadang terjadi atrofi vili dan
hiperplasi kripti yang merupakan karakteristik patologi yang diinduksi oleh sel T.
Infeksi terhadap Cryprosporidium sp akan meningkatkan jumlah dan variasi
subset sel T di jaringan mukosa serta meningkatkan ekspresi sitokin proinflamasi
yang berhubungan dengan patologi yang ditimbulkan pada saluran intestinal. Jika
infeksi dapat terkendali maka populasi sel T akan kembalt normal.**

Dari hasil pemeriksaan secara MTA dan koproantigen didapatkan
Cryptosporidium sp lebih banyak menginfeksi kelompok status imundefisiensi
berat dibandingkan dengan status imundefisiensi sedang. Jumlah CD4 sebagai
komponen sistem imun mempunyai peran dalam mengontrol infeksi terhadap
Cryptosporidium sp. Walaupun parasit opportunistik dapat menginfeksi setiap
saat pada pasien-pasien HIV, beberapa studi melaporkan bahwa infeksi
Cryptosporidium menetap pada pasien dengan jumlah CD4 < 200 sel/mm’.’
Namun ada juga penelitian yang menyebutkan bahwa kriptosporidiosis intestinal
terjadi pada penderita HIV/AIDS dengan jumlah CD4 <100/ul?**' Penelitian
yang dilakukan di Brazil 2003, didapatkan 100% infeksi Cryprosporidium
ditemukan pada pasien dengan jumlah CD4 sepuluh hingga limapuluh sel/mm?®
dengan mean 23.3 sel/mm’®  Infeksi Cryptosporidium sp pada penelitian ini
ditemukan pada pasien dengan jumlah CD4 < 200 sel/mm’ dan jumlah terbanyak
pada pasien-pasien dengan CD4< 50 sel/mn’.

Salah satu faktor yang mempengaruhi infeksi Crytosporidium sp adalah
pemberian terapi ARV, yang diharapkan dapat meningkatkan populasi CD4

intraepitelia sehingga dapat mencegah dan mengeliminasi parasit. Pada penelitian
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ini, frekuensi Crypfosporidium sp dengan pemeriksaan pulasan MTA ditemukan
lebih tinggi pada kelompok yang diberikan terapi ARV (7/11) dibandingka belum
mendapat ARV. Dari status di dapatkan bahwa 3 dari 7 pasien positif ookista
Crytosporidium, mendapatkan terapi ARV kurang dart 1 bulan sehingga belum
tercapai CD4 yang adekuat untuk eliminasi parasit. Cimerman dalam studinya,
menyatakan bahwa prevalensi kriptosporidiosis di Sao Paulo pada pasien HIV
dengan diare ditahun pertama pengobatan ARV sebesar 24.4%.> Di sisi lain,
Bachur melaporkan terjadinya resolusi kriptosporidiosis 6 bulan pasca pengobatan
ARV. ® Pada deteksi koproantigen, hasil positif Iebih banyak terdapat pada
kelompok yang belum mendapatkan terapi ARV dibandingkan dengan kelompok
yang mendapat ARV. Ada beberapa faktor lain yang turut berperan terhadap
timbulnya infeksi Cryptosporidium sp yaitu, daerah tempat tinggal, ada atau tidak
binatang peliharaan atau kontak dengan binatang yang terinfeksi
Cryptosporidium, sumber air minum, kebiasaan mencuci tangan dan kepatuhan
mimum obat ARV bagi pasien HIV/AIDS.

Pada studi ini, infeksi Cryptosporidium ditemukan pada kelompok umur 1-
<3 tahun, 3-<5 tahun dan > 5 tahun masing-masing sebesar 40%(6/15), 29%(2/7)
dan 39.1% (27/69). Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna angka infeksi
Cryprosporidium sp diantara kelompok umur tersebut. Pemeriksaan terhadap 800
pasien dewasa dan 202 anak-anak di rumah sakit Andhara Pradesh India, infeksi
Cryptosporidium sp dilaporkan masing-masing sebesar 0.12% dan 2.99%.%
Populasi rentan terhadap infeksi Crypfosporidium pada individu imunosupresi

meliputi semua kelompok umur. 2
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6. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 KESIMPULAN

1.

Frekuensi kriptosporidiosis pada pasien HIV/AIDS dengan diare kronik
dengan deteksi koproantigen sebesar 36.8% lebih tinggi daripada MTA
11.6%.

Sensitivitas dan spesifisitas teknik imunoenzim terhadap teknik
mikroskopis dengan pewarnaan MTA adalah 100 % dan 71.4%
Hubungan antara nilai absorbansi koproantigen dengan hitung ookista
tidak bermakna secara statistik (p=0.0353, r=0.596).

Frekuensi kejadian koproantigen positif pada kelompok imundefisiensi
sedang 2/4 pasien, kelompok imundefisiensi berat 25/56 pasien.
Berdasarkan kelompok umur, kejadian kriptosporidiosis ditemukan 6, 2

dan 27 masing-masing pada kelompok umur 1-3 tahun, 3-5 tahun dan > 5

tahun.

6.2. SARAN

1.

Perlu dilakukan penelitian dengan sampel pasien diare akut dan tanpa
diare pada individu HIV/AIDS.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan PCR untuk menyingkirkan
positif palsu.
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Lampiran 1.

Perbandingan Hasll Deteks! Crypfosporidium sp Berdasarkan Pulasan MTA dan

Pemeriksaan koproantigen

Coproantigen * MTA, Cryptosporidium Crosstabulation

MTA Cryptosperidium
Negatif Positif Total
-Coproantigen  negatif Count &0 1) aﬁ
Expectes Count 539 69 60,0
% within Coproantigen |  100.0% 0% | 1000%
% within MTA
Cryposporidium 71.4% 0% 63.2% |
positi  Count 24 11 35
BExpecied Count 09 41 350
% within Coproantigen 68.6% 31.4% | 100.0%
S 286% | 000w | ssew |
Total Count 84 11 a5
Expecied Count 84,0 1.0 95,0
% within Coproanbigen 88.4% 11.6% [ 100.0%
mm?um 1000% | 1000% [ 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df {2-sided {2-sided) {1-sided)
Pearsen Chi-Square 21.327b 1 .000
Continuity Correction® 18.367 000
Likelihood Ratio 24532 1 Q00
Fisher's Exact Test 000 000
Linear-by-Linear _
: iation 21.102 1 000
McNemar Test 000
N of Valid Cases 95

a. Computed only for a 2x2 table
b. 1 cells (25.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4.
05.

<. Binemial distribution used.

Symmetric Measures

Asymp.
I Value | Std. Errof® | Approx. T° | Approx. Sig.
Measure of Agreement HKappa 367 .08s 4618 .000
N of Valid Cases 95

2. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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tampiran 2.

Uji Stafistik Korelasi antara Hilung Ookista dengan Nliai Absorbans!

Correlations
trans__
densitas Absorban
trans_densitas  Paarson Correlation 9 595
Sig. (2-tailed) 053
N 1 11
Absorban Pearson Correlation .596 1
Sig. (2-tailed) .053
N 11 98 |
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Cryptosporidium

Cat # 8301

Intended Use

This ELISA is an in vifro immunoassay for the qualitative determination of Cryplosporidium antigen
in feces. It i1s a double antibody (sandwich) ELISA using an anti-Crypfosporidium antibody 1o
capture the antigen from the stool supematant. A second anti-Crypiosporidium antibody is then
added which sandwiches the captured antigen. This reaction is visualized by the addition of an anti-
second antibody conjugated to peroxidase and the chromogen tetramethylbenzidine (TMB). The
resulting blue color development indicates the presence of Cryptosporidium antigens being bound by
the anti-Cryptosporidium antibodies. '

Summary

Cryptosporidium is a coccidian parasite that is recognized as an important enteric pathogen. The
organism causes an acute, though self-limiting infection in immunocompetent individuals.
Incubation periods of 1 to 12 days have been reported with most cocyst shedding ending by day
21. Symptoms range from mild to severe diarrhea with a variety of complications, "&%3%1313

The infection in tmmunocompromised patients is much more severe and may often be life
threatening. Passage of fluid, up to 12 liters per day, has been reported. L23121416

Multiple pathways of Cryptosporidium transmission have been implicated. These include animal

to human, water contamination and person-to-person. The latter may include contact between
members of the same household, day care centers, and homosexual men, #1416

DAI Code # 8301-3 1
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Diagnosis of Cryptosporidium infections was done originally by direct detection techniques. Of
these, microscopic examination of stools using stains or fluorescence labeled antibodies has been
the most common. However, this method relies on an experienced technician and subsequent
observation of intact organisms. Because of the historically low proficiency of correct
microscopic examinations, alternative diagnostic methods have been investigated. *>%!7

One important alternative has been the development of an antigen capture enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) for use with stools. These tests, which have shown comparable
sensitivity to experienced microscopic exarnmatlons are fairly simple to perform and do not
require the observation of intact organisms.5’

Principle of Procedure

During the first incubation, Cryptosporidium antigens present in the stool supernatant are captured
by antibodies attached to the wells. The second imcubation adds an additional anti-
Cryptosporidiian antibody that "sandwiches" the antigen. The next incubation adds an anti-second
antibody conjugated to peroxidase. After washings to remove unbound enzyme, a chromogen is
added which develops a blue color in the presence of the enzyme complex and peroxide. The stop
solution ends the reaction and turns the blue color to yellow.

DAI Code # 8301-3

Reagents
Microwells containing anti-Crypfosporidium
Test Strips " polyclonal antibodies - 96 test wells in a test strip
L ___ holder. |
One (1) bottle containing 11 ml of goat anti-
Reagent 1 ' Cryptosporidium antibodies with blue dye and
oo . Thimerosal.
- One (1) bottle containing 11 m! of anti-goat-
| Reagent2 | poroidase with red dyeand Thimerosal. ==
; - One (1) vial containing 2 m! of a diluted '
Positive Control | - Cryptosporidium positive formalinized stool
e .. .. supernatant B
- One (1) vial containing 2 ml of a Cryptosporidium [conmai]=] '
.I‘\_Iﬁ’%?t{ﬁ_comm] ) negatwe formalinized stool supernatant. ! _
One (1) bottle containing 11 ml of the chromogen | '
| Chomogen e vamethybenzidine (TMB) and peroxide, | 2228
Wash Concentrate | Two (2) bottles containing 25 mi of concentrated =T :
20Xy .. buffer and surfactant with Thimerosal. T
Stop Solution One ( 1) bottle containing 11 ml of 1 M phosphoric
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Precautions

Do not use solutions if they precipitate or become cloudy.
Exception: Wash concentrate may precipitate during refrigerated storage, but will dissolve
upon warming,.
Do not add azides to the samples or any of the reagents.
Controls and some reagents contain Thimerosal as a preservative.
Treat all reagents and samples as potentially infectious materials. Use care to prevent aerosols and
decontaminate any spills of samples.

Storage Conditions

Reagents, strips and bottled components:
Store between 2 — 8 °C.
Squeeze bottle containing diluted wash buffer may be stored at room temperature.

Preparation

Wash Buffer - Remove cap and add contents of one bottle of Wash Concentrate to a squeeze bottle
- containing 475 ml of DI water. Swirl to mix. Squeeze bottle should have a narow tip to optimize
washings.

Collection of Stool (Feces)

No modification of coliection techniques used for standard microscopic O&P examinations is
needed. Stool samples may be used as unpreserved or frozen, or in preservation media of 10%
- formalin, SAF or MF.

Unpreserved samples should be kept at 2 — 8 °C and tested within 24 hours of collection. Samples
that cannot be tested within this time should be frozen at -20 °C or lower until used. Freezing does
not adversely affect the test.

Formalized, SAF and MF preserved samples may be kept at room temperature (15-25 °C) and tested
within 18 months of collection. DO NOT freeze preserved samples.

All dilutions of unpreserved stools must be made with the wash buffer.
Preparation of sample:
Fresh/Frozen Stools

Thaw sample if needed. Add sufficient diluted wash buffer to make approximately a 1:4
dilution {1 gram or a pea size of fecal sample to 3 m! of diluted wash buffer) and mix well.

Preserved Stools (Formalin, SAF and MF)

DAI Code # 8301-3 ' 3
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Mix contents thoroughly inside collection container. No further processing is required.

Procedure

Materials Provided
Cryptosporidium Stool Antigen Microwell ELISA Kit

Materials Required But Not Provided
Transfer Pipettes
Squeeze bottle for washing strips (narrow tip is recommended)
Graduated Cylinder
Reagent grade (DI) water

Suggested Equipment
ELISA plate reader with 450 and 620-650 nm filters

All incubations are at room temperature (15 to 25 °C)
Test Procedure

1. Break off the required number of wells needed (number of samples plus 2 for controls) and
place in holder.

Add 2 drops (approximately 100 pl) of negative control to well # 1 and 2 drops of positive
control to well # 2.

Add 2 drops of the stool supernatant to each test well.

Incubate for 30 minutes at room temperature (15-25 °C), then wash *

Add 2 drops of Reagent 1 (blue solution) to each well.

Incubate for 5 minutes, then wash.

Add 2 drops of Reagent 2 (red solution} to each well.

Incubate for 5 minutes, then wash.

. Add 2 drops of Chromogen to each well.

0. Incubate 5 minutes.

1. Add 2 drops of Stop Solution to each well. Mix wells by gently tapping the side of the strip
holder with index finger.

12. Read results visually or at 450/620-650 nm. Zero reader on air.

N

~ 0PN N AW

*  Washings consist of vigorously filling each well to overflowing and decanting contents three

separate times.
Controls must be included each time the kit 1s run.

Interpretation of Results ~ Visual

Reactive: Any sample well that 1s obviously more yellow than the negative control well.
Non-reactive: Any sample well that is not obviously more yellow than the negative control well.

DAJ Code # 8301-3 . 4
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NOTE: The negative control, as well as some samples, may show some slight color. A sample
well must be obviously darker than the negative control well to be called a positive result.

Interpretation of Results - ELISA Reader

Zero reader on air. Read all wells at 450/620-650 nm.

Reactive: Absorbance reading of 0.15 OD units and above indicates the sample contains
Cryptosporidium antigen.

Non-reactive: Absorbance reading less than 0.15 OD units indicates the sample does not contain
detectable levels of Cryptosporidium antigen.

Test Limitations

Test results should be used as an aid in diagnosis and should not be interpreted as diagnostic by
themselves.

DO NOT concentrate stool samples. Assay will not give accurate results on a concentrated sample.
A negative result can occur from an antigen level lower than the detection limits of this assay.
Multiple samples over time may be indicated for those patients that are suspected of being positive
for Cryptosporidium.

Expected Results

Normal healthy individuals should be free of Cryptosporidium and should test negative. A positive
reaction indicates that the patient is shedding detectable amounts of Cryptosporidium antigen. _
Certain populations, such as homosexual men and children in day care seftings, have shown higher
rates of infection with Cryplosporidium than the normal population. Please refer to the Summary
section for references. ’ '

Performance Characteristics

Study #1 —vs. Microscopy
N=T1

Sensitivity — 25/27 = 93%
Specificity — 43/44 = 98%

DAI Code # 8301-3 5
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Analytical Sensitivity
This assay can detect approximately 30 nanograms per ml of Cryptosporidium antigen.
Quality Control

The use of a positive and negative control allows easy validation of kit stability. For a valid test,
the positive control must have an absorbance of at least 0.5 OD units and the negative control must
be less than 0.15 OD units. Should the value fall below this limit, the kit should not be used.

Troubleshooting

Problem: Negative control has substantial color development.
Correction: Washings were insufficient. Repeat test with more vigorous washings.
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Draft Artikel Majalah Xedokteran Indonesis

Deteksi Koproantigen Cryptosporidium sp
pada Pasien HIV/AIDS dengan Diare Kronik

Agnes Kurniawan,* Sri Wahdini ,* Evy Yunihastuti**

*Departemen Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
**Departemen Ilmu Penyakit Dalam Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia

Cryptosporidium sp adalah parasit yang merupskan protozoa penyebab diarc pada individu
imunodefisiensi seperti penderita HIV/AIDS. Diagnosis dengan menemukan ookista pada tinje
menggunakan mikroskop sulit dilakukan karena bergantung kepada keterampilan serta
pengalaman tenaga mikroskopis sehingga krang sensitive. Deteksi koproantigen Cryptosporidium
sp mengpgunakan ELISA diketehui lebih semsitive dan specific. Penelition ini bertujusn untuk
deteksi  koproantigen Cryptesporidium sp pada pasien HIV/AIDS dengan diare kronik
menggunakan ELISA. Sebanyak 95 sampel tinja dari pasien HIV/AIDS dengan diare kromik
diperiksa menggunakan pulasan tshan asam yang merupakan gold standart dan deteksi
koproantigen Sebanyak 35 sampel (36.8%) memberikan hasil positif kopoantigen. Sensitivitas dan
spesifisitas koproantigen dibandingken dengan pulasan tahan asam sebesar 100% dan 71.4%.
Tidak terdapat korelasi antara nilai absorbansi dengan densitas ookista

Kata kunei:
Cryptosparidium sp, HIV/IAIDS, diare kronik, koproantigen,

Detection of Cryptosporidium sp in Human Immunodeficiency Virus/Acquired
Immunodeficiency syndrome patient with chronic diarthea

Agnes Komiawen,* Sri Wahdini ,* Evy Yonihaswuti®
*Depariemen Parasitologi Fakuftas Kedokterun Universitas Indoncsia
~Departemen [lmu Penyakit Dalam Faloultas Kedokteran Universitas Indonesia

Cryptosporidium sp is a protozoan parasite, causes severe diarrhea in immunodeficient hosts like the
HIV/AIDS paucnts Diagnosis of cryptosporidiosis by finding the oocyst from stool by modified acid
fast. steining, is insensitive. Coproantigen detection offers more sensitive and specific technique to
detect Cryplosporidium infection. The objective of this study is to determine cryptosperidiosis
proportion among HIV/AIDS patients by Cryptospornidial antigen detection in stool compere it to
modified acid fast staining and determine its correlation with oocyts count. A number of 95 stool
specimens from the HIV/AIDS patients with chronic diarrhes were subjected to coproantigen ELISA |
test and modified acid-fast staining (gold standard). The frequency of Criptosporidial infection was
36,8% and 11,6% respectively by coproantigen detection and AF staining with 100% sensitivity and
71,4% specificity. There is no corvelation between optical density and oocyst count..

Key word:
Cryptosporidium sp, HIVIAIDS, chronic diarrhea, copoantigen
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Pendahutuan

Cryprosporidium sp adalah
protozoa intestinal penyebab diare
yang self-limiting pada individu
imurnokompeten sedangkan pada
individu imunokompromais
menyebabkan diare kronis. Beberapa
peneliti telah melaporkan kejadian
kriptosporidiosis pada penderita
human  immunodeficiency  virus
(HIV)acquired  immunodeficiency
syndrome (AIDS). Infeksi
Cryptosporidium sp dengan
manifestasi intestinal kronik (>1
bulan) merupakan salah satu infeksi
parasit selain Isospora yang menjadi
indikator AIDS berdasarkan
klasiftkasi CDC. Pada tahun 2005
di Venezuela ditemukan 15% infeksi
Cryptosporidium sp pada pasien HIV
positif dengan diare.'! Sedangkan di
India tahun 2007 didapatkan 25%
kasus infeksi Cryptosporidium sp
pada penderita HIV dewasa dengan
gejala klinis dan 18% asimptomatik.?
Di bagian barat daya Nigeria pada
tahun 2007 ditemukan 52,7% pasien
HIV dengan diare yang disebabkan
oleh Cryptosporidium sp.?
Pemeriksaan yang dilakukan
terhadap 318 sampel tinja pasien
HIV dengan gejala diare pada
pericde November 2004 sampai
Maret 2007 di  Departemen
Parasitologi FKUI  ditemukan
Cryptosporidium sp sebagai parasit
terbanyak kedua setelah Blastocystis
hominis yaitu sebesar 11,9%.*

Cryptosporidium sp
merupakan patogen  oportunistik
karena paling sering menyebabkan
penyakit bila status imun hospes
menurun  Gejala klimis dan berat
penyakit kriptosporidiosis berkaitan
erat dengan status kekebalan tubuh
dan diare merupakan manifestasi
klinis utama.” Pada beberapa studi

dilaporkan bahwa sel/mm’ darah.®
Caludio Vieira et al melaporkan
infeksi Cryptosporidium sp
terdeteksi pada pasien dengan hitung
CD4 < 100 sel/mm’ dengan gejata
klinis diare kronik penurunan berat
badan dan bahkan menimbulkan
kematian” Pemberian highly active
antiretroviral  therapy (HAART)
pada pasien AIDS dapat
mengeradikasi  infeksi  intestinal
Cryptosporidium  sp.  Beberapa
pasien AIDS dengan diare yang
disebabkan oleh Cryprosporidium sp
dan diobati dengan HAART
menunjukkan perbaikan secara klinis
dan histologi serta penurunan jumlah
parasit.®°

Diagnosis kriptosporidiosis
dapat dilakukan dengan mengunakan
metode mikroskopis, deteksi antigen
dengan imunoassay dan molekuler.
Pewamaan modifikasi tahan asam
(MTA) merupakan metode
mikroskopis  untuk  mendeteksi
Cryptosporidium sp. yang umum
dipakai oleh berbagai laboratorium
di dunia, termasuk Indonesia '° Pada
pemeriksaan dengan teknik
mikroskopis  diperlukan  jumlah
ookista yang banyak atau minimal
1x10%ml, tenaga laboratorium yang
terlatih, berpengalaman dan
memerlukan waktu yang lebih
lama. """ Infeksi awal saat ookista
belum dikeluarkan dalam jumlah
banyak melalui tinja maka hasil
pemeriksaan  mikroskopis  akan
negatif. Selain  itu ookista
dikeluarkan secara intermiten dan
jumlahnya bervariasi dari hari ke
hani. Pada kasus dengan kecurigaan
tinggi terhadap kriptosporidiosis
tetapi tidak ditemukan ookista pada
tinja maka perlu  dilakukan
pemeriksaan dengan teknik lain
salah satunya adalah  deteksi
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antigen '* Kaushik et al tahun 2008
melaporkan 4,9% kriptosporidiosis
pada pasien HIV dengan teknik
pewarnaan ZN sedangkan dengan
pemeriksaan deteksi koproantigen
didapatkan  sebesar  18,9%.'°
Evaluasi yang dilakukan oleh
Jayalakshmi J et al di rumah sakit
Coimbatore, India terhadap
penggunaan ELISA untuk deteksi
antigen Crypfosporidium sp pada
spesimen tinja pasien HIV/AIDS
didapatkan infeksi Cryprosporidium
sp sebesar 12,4% dengan spesifisitas
90.8% dan sensitivitas 99.0%.'®
Penelitian Wermer. A et al
yang membandingkan teknik
diagnostik  deteksi ookista dan
coproantigen pada tazhun 2004
menyimpulkan bahwa uji
imunoenzim lebih baik daripada
metode mikroskopis untuk
mengideniifikasi Cryptosporidium sp
di tinja' Ron Dagan et al
menyebutkan beberapa kelebihan
teknik imunoenzim untuk
mendeteksi Cryprosporidium sp yaitu
pertama lebih sensitif, spesifik,
mudah dan tidak memerlukan tenaga
laboratorium yang terlatth dan
berpengalaman serta prosedumnya
sama  dengan  prosedur  uji
imuncenzim lainnya Kedua teknik
imunoenzim  dapat  dilakukan
terhadap tinja yang telah disimpan
dalam preservasi tanpa
mempengaruhi hasil sehingga dapat
digunakan dalam penelitian lapangan
atau skrining dengan jumlah sampel
yang banyak. Ketiga spesimen tidak
perlu dikonsentrasi atau melalui
proses apapun dan hasi| dapat dibaca
secara visual dengan melihat ada
tidaknya perubahan wama, '*
Rentannya pasien HIV/AIDS
terhadap infeksi lain baik ko-infeksi
maupun yang bersifat oportunistik
menyebabkan perjalanan

penyakitnya bertambah berat dan
dapat berakibat fatal terutama pada
kasus dengan hitung sel T CD4 yang
rendah. Cryptosporidium sp
merupakan  parasit  oportunistik
penyebab diare yang bisa berakibat
fatal pada keadaan status imun yang
rendah karena adanya autoinfeksi
internal dan kemungkinan menyebar
ke organ lain seperti saluran
pernapasan sehingga perlu dilakukan
deteksi sedini mungkin. Teknik
pemeriksaan yang ada saat ini masih
mengandalkan  deteksi  ookista
dengan pulasan modifikasi tshan
asam yang sekalipun spesifisitasnya
tinggi, tapi sensitivitas rendsh
sehingga sulit mendeteksi kasus
asimptomatis atau intensitas infeksi
rendah. Untuk itu perlu diterapkan
alternatif teknik deteksi infeksi
Cryptosporidium sp.

Bahan dan Cara Kerja

Penelitian dilakukan di
Laboratorium Parasitologi FKUI dan
POKDISUS, RSUPN Cipto
Mangunkusumo Juni 2008 sampai
dengan Mei 2009. Sampel yang
digunakan sebanyak 83 tinja pasien
HIV/AIDS. Sampel feses disimpan
di dalam larutan Formalin 10%. Data
klinis, domisili dan jimlah CD4
diambil dari rekam medis.

Deteksi Ookista dari Tinja dengan
Pulasan MTA ?

Sebanyak 10 ! tinja langsung,
dioleskan di atas kaca objek,
kemudian dikeringkan pada suhu
ruang. Selanjutnya difiksasi dengan
metanol absolut selama 3 menit.
Kemudian dimasukkan ke dalam
botol pewarnaan berisi larutan carbol
Juchsin selama 15 menit. Selanjutnya
dicuci di bawah air mengalir, laly
dicelupkan ke dalam larutan metanol
HCl 1% selama 10 - 15 detk
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Kemudian dicuct di bawah air
mengalir dan diberi pulasan dengan
malachite green 04% selama 30
detik. Selanjutnya dicuci di bawah
air mengalir, dikeringkan pada suhu
ruang, Hasil diperiksa di bawsh
mikroskop pada pembesaran 400x
dan 1000x.

Pemeriksaan Koproantigen
dengan ELISA
Pemeriksaan koproantigen

Cryptosporidium sp dilakukan dari
tinja yang diawetkan dengan
formalin 10% dan dilakukan sesuai
dengan petunjuk kerja yang tersedia
di dalam kit. Hasil dapat dibaca
secara visual atau dengan ELISA
reader pada 450 nm. Hasil
pemeriksaan diinterpretasikan
sebagai berikut. positif jika hasi
pemeriksaan terlihat berwamna lebih
kuning daripada kontrol negatif atan
nilai absorbanst > 0.15 OD. Negatif
jika hasil pemeriksaan terlihat
berwarna lebih muda daripada
kontrol negatif atau nilai absorbansi
<0.15 OD.

Hasil

Karakteristik Pasien

Pasien HIV pada penelitian
ini terdiri atas 65 (68.4%) laki-laki
dan 30 (31.6%) perempuan dengan
rentang usia 4 bulan hingga 58 tahun,
Sebagian besar (22 pasien,72.6%)
penderita berada pada kelompok
umur > 5 tahun, dengan 3
diantaranya berusia 5-7 tahun dan
sisanya yaitu 66 pasien merupakan
pasien dewasa atau berusia > 17
tahun.

Di antara 95 pasien yang
diterima, hanya 62 orang yang
diketahui data hiiung CD4 yailu 7
pasien usia 1-3 tahun, 5 pasien usia
3-5 tahun dan 50 pasien usia > 5

tahun. Lima puluh enam dar 62
pasien yang diketahui hitung CD4
berada dalam status imundefisiensi
berat. Lebih dari setengah pasien (64
pasien, 67.4%) belum mendapat

terapi antt retroviral (ARV).
Tabel 1 Karalteristik pasien
Karslterbtik N Y
Uminr dalam tahun 27, 03-58
(median,renge)
Krlompok umnr (e=95)
< 14aln 4 4.2
1-3 tahumn 15 158
3-51abun 7 7.4
= 5telnm, 5] 126
Jenha Kelamln (2=95)
Laki-Jaki 65 534
Peranynan 30 316
Dats Persentass atan
hitung CDJ4
Diketahui CP4 (N=62) O
<1 talsn ?
1-3 talam 5
3+ 5tamm 50
5 tahun 23
Tidak diketahui
Statux imandefidensj
paalen (n=61) 2
Ringan 4
Sedang 56
Berat
Terppk ARY (N=05)
Ya 3 326
Tidak &9 674
Dacroh dombsill (N=95)
Inkngts Pusat 25 274
JTaknria Selstan 9 95
Jakarta Utarn 5 53
Jekeria Timur i5 158
Inkarta Blarat 11 11.6
Luar DX1 29 305

Sebagian besar penderita
berasal dari Jakarta Pusat (26
pasien,27,4%) dan luar Jakarta (29
pasien,30.5%) yang tersebar di
Tanggerang (15 orang) Bekasi (11
pasien), Depok (2 .pasien) dan
Bandung (1 pasien) (Tabel 1)

Hasil  Deteksi  Koproantigen

dengan ELISA
Tabel 2 memperlihatkan
perbandingan deteksi

Cryptosporidium sp antara
pemeriksaan koproantigen dengan
pemeriksaan ookista pulasan MTA.
Pada pemeriksaan ookista dengan
pulasan MTA terdeteksi 11 sampel
positif Cryptosporidium sp,
sedangkan pada deteksi

Deteksi cryptosporidium ..., Sri Wahdini, FKUI, 2009



koproantigen menggunakan
imunoenzim (ELISA) didapatkan 35

Tabel 2 Hasil deteksi
Cryptosporidium sp pada pasien HIV
berdasarkan pulasan MTA dan

pemeriksaan koproantigen
Hasil MTA Total
+
Kopro  * 1 24 35
entige
a - o 60 60
Total 11 84 95

sampel hasil positif dan 24
diantaranya tidak ditemukan ookisia
Cryplosporidium  sp. Pada uji
statitistik dengan Mc Nemar test
menunjukkan  bahwa  terdapat
perbedaan bermakna (p= 0,000)
dengan nilai Kappa=0,367
(Lampiran 1) antara  hasil
pemeriksaan koproantigen sampel
tinja dengan deteksi ookista sampel
tinja yang diwamai MTA. Dari data
di atas juga dapat dinilai sensitivitas
dan spesifisitas deteksi koproantigen
terhadap metode MTA yaitu sebesar
100% dan 71.4%. Nilai prediksi
positif (NPP) 31.4% dan nilai
prediksi negatif (NPN) 100%.

Tabel 3 memperlihatkan hasii
pemeriksaan koproantigen
Cryptosporidium sp pada tinja
berdasarkan  jenis parasit yang
ditemukan pada  pemenksaan
mikroskopis. Berdasarkan
pemeriksaan mikroskopis
Cryptosporidium merupakan jenis
parasit terbanyak kedua setelah
Blastocystis hominis, yaitu sebesar
11/95 baik sebagai infeksi tunggal (6
sampel) maupun infeksi campur
dengan Blastocystis  hominis 4
sampel dan B.hominis, E.coli (1

Table 3  Deteksi Kkoproantigen
Cryptosporidium sp pada tinja
penderita HIV/AIDS dengan infeksi
protozoa usus lain

Parasit dengan

pemeriksagn N=05% Kop "m::f,
mikroskopis %) 3“&3"
Hegatif 44 (463) 12
B. hontims 36(37.9) 10
Cryptasporids &(6.3) &
G. lamblia 4{4.2) 2
Cryptasporidium 4{4.2) 4
E.coll B. horminis, 100 1
|__Cryptasporidium .

sampel. Semua hasil pemeriksaan
Cryptosporidium sp positif dengan
mikroskopis memberikan  hasil
koproantigen positif.  Sedangkan
pemeriksaan menggunakan
mikroskopis  yang  dinyatakan
negatif, B.hominis atau G.lamblia
menunjukkan hasil deteksi
koproantigen positif masing-masing
sebesar 12/44 sampe 10/36 sampel
dan 2/4 sampel,

Pada pemeriksaan
mikroskopis dengan pulasan MTA
dilakukan penghitungan  jumlah
ookista di semua lapang pandang
pada sampel yang positif. (Tabel 4.4)
Jumlah ookista berkisar 30 sampai
dengan 3400 per slide. Selanjutnya
hasil perhitungan ookista tersebut
dihubungkan dengan nilai absorbansi

Hasil uji korelasi dengan uji
Pearson setelah dilakukan
transformasi data untuk
menormalkan data densitas ookista
yang distribusinya tidak normal
dengan metode logl0, menunjukkan
bahwa arah korelasi positif dengan
kekuatan korelasi sedang (r=0.596).
Korelasi antara nilai absorbansi hasil
pemeriksaan koproantigen dengan
densitas ookista secara statistik tidak
bermakna dengan p =0.053
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Distribusi Demografi Penderita
HIV dengan Infeksi
Cryptosporidium sp

Tabel 4 menunjukkan sebaran
pasien berdasarkan statns
imundefisiensi pada setiap
kelompok umur. Semua pasien
pada kelompok wmur < 1
tahun(n=4) tidak diketahui hitung
CD4 sehingga tidak bisa diketahui
status imundefisiensinya. Dari 7
pasien kelompok umur 1-3 tahun
yang diketahui hitung CD4
semuanya berada pada status imun
defisiensi berat. Sedangkan pasien
kelompok umur 3-5 tahun dan > 5
tahun yang diketahui hitung CD4
berada pada status imundefisiensi
ringan sampai berat.

Tabel 4 Distribusi pasien berdasarkan
status imundefisiensi

Kelompok Status imundefisiensi
umur Ringan | Sedang | Berat Tidzk
diketabui
<1 0 0 0 4
1-3 0 0 7 8
35 1 ok 3 2
»5 1 3 46 19

Pada kelompok umur < |
tahun tidak satupun terinfeksi
Cryptosporidium sp baik dengan
pemeriksaan MTA maupun
koproantigen. Pada kelompok umur
1- 3 tahun, 3-5 tahun dan > 5 tahun
jumiah infeksi Cryprosporidium sp
Iebith banyak ditemukan dengan
deteksi koproantigen daripada MTA.
Pada kelompok umur yang diketahui
status imundefisiensi,
Cryptosporidium sp lebih banyak
menginfeksi  kelompok  status
imundefisiensi berat baik dengan
deteksi MTA maupun koproantigen

Dari 50 pasien kelompok
umur > 5 tahun yang diketahui
hitung CD4, 46 diantaranya
memilikistatus imundefisiens: berat

Hopautn-26) |

L
S
=
a
£

3

=

<

Pound v 8§}
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Gambar 2.  Hasil pemeriksaan
Cryptosporidium  berdasarksn  jumish
CD4 pada kelompok imundefisiensi berat

yang berarti memiliki jumlah CD4 <
200 sel/mm’. Jika dianalisa lebih
lanjut hasil pemeriksaan
Cryptosporidium sp pada kelompok
ini  berdasarkan  hitung CD4
memberikan  hasil seperti vang
terlihat pada gambar 4.3. Infeksi
Cryptosporidium sp pada kelompok
< 50 sel/mm’, 50-<100 seV/mm’, dan
100-<200 sel/mm’ lebih banyak
terdeteksi  dengan  koproantigen
daripada MTA. Hasil pemeriksaan
statistik fidak menunjukkan
perbedaan yang bermakna pada
semua kelompok tersebut baik
dengan pemeriksaan koproantigen
maupun MTA (p=1.00) Infeksi
terbanyak baik dengan pemeriksaan
MTA maupun koproantigen
didapatkan pada kelompok CD4 < 50
sel/mm’.

Dan 11 pasien yang
memberikan hasil pewarnaan MTA
positif, 7 pasien mendapat terapi
ARV sedangkan 3 pasien belum
mendapat terapi. Sebaliknya dengan
deteksi koproantigen, pasien yang
belum mendapat terapi memberikan
hasil positif lebih banyak daripada
pasien yang sudah mendapat terapi.
Satu pasien mendapatkan terapi
Paromomicin memberikan  hasil
negauf dengan pulasan MTA dan
deteksi koproantigen.
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Diskusi

Penelitian  ini  dilakukan
terhadap sampel tinja pasien HIV
dengan diare kronik yang dikirim ke
Laboratorium Parasitologi  untuk
pemeriksaan tinja parasit. Salah satu
kendala dalam penelitian ini adalgh
dokter pengirim tidak menuliskan
identitas pasien dan diagnosis klinis
dengan jelas.

Studi yang meneliti kejadian
infeksi Cryptosporidium sp  di
Indonesia pada individu
imunodefisiensi dengan diare kronik
masih terbatas.  Penelitian yang
dilakukan oleh Rasad et al, tahun
1992 melibatkan populasi
imunokompeten usia 13- 18 tahun
dengan diare tans)a membedakan
akut atau kronis.>® Penelitian lain
yang dilakukan oleh Katsumata,
melibatkan populasi anak dan
dewasa dengan diare akut dan tanpa
diare.® Berbeda dengan penelitian
ini, kedua penelitian tersebut tidak
memasukkan status HBIV/AIDS dan
diare kronik sebagai kriteria inklusi.
Penelitian terbaru dilakukan oleh
Kumiawan et al, untuk mengetahui
secara umum parasit penyebab diare
pada populasi HIV dengan diare
kronik” Pada ketiga penelitian di
atas, deteksi Cryptosporidium sp
hanya dilakukan dengan pulasan
MTA. Sebaliknya, pada penelitian
ini deteksi Cryptosporidium sp
dilakukan dengan pulasan MTA dan
deteksi koproantigen dan
memperhitungkan stafus HIV/ATDS
dengan diare kronik sebagai kriteria
inklusi.

Diagnosis  kriptosporidiosis
yang digunakan secara umum adalah
deteksi ookista pada pulasan yang
diwamai MTA dengan menggunakan
mikroskop cahaya Pemeriksaan ini
sangat ditentukan oleh kemampuan
dan pengalaman tenaga

laboratorium. Pada penelitian ini
digunakan  produk  Diagnostic
Automation, Inc Cryptosporidium
menggunakan antibodi poliklonal
anti-Cryptosporidium yang akan
mengenali antigen Cryptosporidium
sp pada supernatant tinja. Kit ini
menggunakan antibodi  sekunder
(sandwich ELISA) yang akan
berikatan dengan antigen yang telah
berikatan dengan antibodi pertama.
Kedua tekmik pemeriksaan
tersebut mudah untuk dilakukan,
Pada pemeriksaan mikroskopis,
proses konsentrasi atau sedimentasi
tinja sangat dianjurkan untuk
meningkatkan hasil deteksi parasit
walaupun akan menambah waktu
pemeriksaan. Pada teknik ELISA
untuk deteksi koproantigen, proses
tersebut tidak perlu dilakukan karena
akan mempengaruhi  keakuratan
hasil.'® Intepretasi hasil mikroskopis
lebih  sulit daripada ELISA
membutuhkan tenaga berpengalaman
dan pembesaran hingga 1000X. Hasil
pemeriksaan dengan ELISA dapat
dibaca  secara  visual tanpa
memeriukan spektrofotometer
sehingga pemeriksaan ini dapat
dilakukan pada penelitian survey
lapangan. ~ Pembacaan  dengan
bantuan spektrofotometer sangat
berguna untuk penentuan hasil
pemeriksaan yang borderline '
Frekuensi kriptosporidiosis
pada pasien HIV/AIDS dengan diare
kronik dengan deteksi koproantigen
pada penelitian ini sebesar 36,8%.
Penelitian Silva di Brazil, didapat
13,5% infeksi Cryptosporidium dari
52 pasien HIV/AIDS dengan dan
tanpa gejala menggunakan teknik
imunocenzim {ProSpecT Microplate
Assay, Alexon Inc).® Lebih
tingginya frekuensi kriptospondiosis
pada penelitian ini  mungkin
berhubungan dengan  pemilihan
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pasien HIV/AIDS dengan diare
kronik ataupun epidemiologi di
Indonesia yang berkaitan erat dengan
tingkat  higiene dan  sanitasi
lingkungan.

Pada penelitian ini, dengan
teknik pewarnaan modifikasi tahan
asam didapat hasil sebesar 11.6%
(11/95) , sedangkan dengan deteksi
koproantigen didapat 36,8%.(35/95).
Kaushik et al, di India tahun 2008
melaporkan 4,9% kriptosporidiosis
pada pasien HIV dengan dan tanpa
diare menggunakan teknik
pewarnaan ZN dan 18,9% dengan
pemeriksaan deteksi koproantigen.'®
Berdasarkan hasil  pemenksaan
ELISA terdapat perbedaan hasil
positif dengan MTA yang cukup
besar. Hal ini bisa terjadi, karena
teknik mikroskopis tidak dapat
mendeteksi stadium selain ookista
sedangkan pada tahap penyembuhan
kriptosporidiosis,  antigen  atau
produk dan Crypfosporidium masih
dikeluarkan melalw tinja walaupun
tanpa ookista utuh. ?

Kelebihan ELISA yaitu dapat
mengidentifikasi pasien
kriptosporidiosis  yang pada saat
dilakukan pengumpulan gza tldak
terjadi = ekskresi ookista
pengumpulan tinja hanya perlu
dilakukan  satu  kali.  Pada
pemeriksaan mikroskopis dianjurkan
untuk dilakukan pemeriksaan 2-3
sampel tinja berbeda yang diambil
pada hari berturut-turut atau selang
sehari karena akan meningkatkan
angka deteksi parasit. Cartwight,
menganjurkan  pemeriksaan  dua
spesimen  tinja saja  karena
pemeriksaan ketiga hanya
memberikan informasi tambahan
pada 8%  kasus, sedangkan
pemerikszan dua spesimen sudah
memberikan  sensitivitas  deteksi
sebesar 92%.” Berdasarkan hasil
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studi Branda, dinyatakan bahwa
pemeriksaan spesimen tunggal secara
komprehensif sudah mencukupi jika
prevalensi infeksi parasit tersebut di
populasi mencapai 20%.% Fakior
yang menyebabkan hasil negatif
palsu pada pulasan MTA antara lain
pada proses pembuatan sediaan,
karena terlalu sedikit bahan yang
diapus pada kaca objek, bisa Juga
terlalu tipis atau justru terlalu tebal®
dan kualitas alat (milroskop) yang
digunakan untuk memeriksa. Selain
itu penggunaaan metode pewamaan
konvensional, masih sulit untuk
deteksi ookista yang ukurannya kecil
(4-6 ul) sehingga terkadang luput
dari pemeriksaan terutama pada
infeksi ringan.

Pada penelitian ini, metode
deteksi koproantigen mempunyai
sensitivitas sebesar 100%  dan
spesifisitas 71.4% terhadap MTA.
Nilai sensitivitas dan spesifisitas
dapat saling mempengaruhi satu
sama lainnya, dimana makin rendah
spesifisitas makin tinggi
sensitivitasnya demikian  juga
sebaliknya Hasil ini berbeda dengan
penelitian Marques tahun 2005 yang
mendapatkan nilai sensitivitas 100%,
spesifisitas 96%, NPP dan NPN
sebesar 89% dan 100% yang
menggunakan ELISA dari
Alexon Inc, BIOBRAS.Z Pada
penelitian Jayalakshmi'’ didapatkan
sensitivitas dan spesifisitas ELISA
(RIDASCREEN Cryptosporidium,R-
Biofarm, Germany) dibandingkan
dengan MTA sebesar 90,9% dan
98,7%. Perbedaan ini karena
konsistensi  tinja®* alat  yang
digunakan dan kemampuan
pemeriksa pada tiap penelitian serta
pemilihan kit diagnostik  yang
menggunakan antibodi polikional
atau monoklonal. Faktor visual dan
psikologis pemeriksa sangat
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berpengaruh  dalam  penegakan
diagnosis. Deteksi  koproantigen
membantu menegakkan diagnosis
kriptosporidiosis pada  individu
imunokompromais, terutama vyang
disertai dengan gejala klinis tetapi
pada pemeriksaan mikroskopis tidak
ditemukan ookista."’ Selain itu tes ini
dapat digunakan pada penelitian
epidemiologi den%an jumlah sampel
yangbanyakm’la'l

Semua hasil pemeriksaan
Cryptosporidium sp positif dengan

mikroskopis  memberikan  hasil
koproantigen positif.  Sedangkan
pemeriksaan menggunakan
mikroskopis  yang  dinyatakan

negatif, B.hominis atau G.lamblia
menunjukkan hasil deteksi
koproantigen positif masing-masing
sebesar 27.3%, 27.8% dan 50%.
Beberapa penelitian sudah
melaporkan bahwa tidak ditemukan
reakst silang antibodi dengan parasit
usus lainnya,'>** Spesimen yang
tidak terdeteksi secara mikroskopis
tetapi positif secara koproantigen
menunjukkan kemungkinan pasien
terinfekst  Cryprosporidium  sp
tetapi  jumlah  ookista  yang
diekskresikan di bawah ambang
deteksi mikroskopis yaitu  1x10°
ookista/mi tinja. '’

Dari  hasil pemeriksaan
secara MTA dan koproantigen
didapatkan  Cryplosporidium  sp
lebih  banyak menginfeksi
kelompok status imundefisiensi
berat dibandingkan dengan status
imundefisiensi sedang. Pada
kelompok imundefisiensi berat,
infeksi ~ Cryptosporidium  lebih
banyak ditemukan dengan deteks:
koproantigen (25/56) dibandingkan
dengan MTA (8/56). Berdasarkan
hasil studi Kaushik, dinyatakan
bahwa teknik pewarnaan salah
satunya MTA kurang sensitif untuk

detekst Cryprosporidium sp pada
pasien HIV dengan CD4 > 200
sel/mm3.'¢
Jumtlah Ch4 sebagai
komponen sistem imun mempunyai
peran dalam mengontrol infeksi
tethadap  Cryprosporidium  sp.
Walaupun parasit opportunistik
dapat menginfeksi setiap saat pada
pasien-pasien HIV, beberapa studi
melaporkan bahwa infekst
Cryptosporidium menetap pada
pasien dengan jumlah CD4 < 200
sel/mm”.’ Namun ada juga
penelitian yang menyebutkan bahwa
kriptosporidiosis intestinal -terjadi
pada penderita HIV/AIDS dengan
jumizh CD4 <100/ul. %% Penelitian
yang dilakukan di Brazil 2003,
didapatkan 100% infeksi
Cryptosporidium ditemukan pada
pasien dengan jumlah CD4 sepuluh
hingga limapuluh sel/mm’ dengan
mean 233 sel/mn’.®  Infeksi
Cryptosporidium sp pada penelitian
ini ditemukan pada pasien dengan
jumlah CD4 < 200 sel/mm’ dan
jumlah terbanyak pada pasien-
pasien dengan CD4< 50 sel/mm’.
Salah satu faktor yang
mempengaruhi infeksi
Crytosporidium sp adalah pemberian
terapi ARV, yang diharapkan dapat
meningkatkan = populasi CD4
intraepitelia sehingga dapat
mencegah  dan  mengeliminasi
parasit. Pada penelitian ini, frekuensi
Cryptosporidium sp dengan
pemeriksaan pulasan MTA
ditemukan lebih tinggi pada
kelompok vyang diberikan terapi
ARV (7/11) dibandingka belum
mendapat ARV. Dari status di
dapatkan bahwa 3 dan 7 pasien
positif  ookista  Crytosporidium,
mendapatkan terapi ARV kurang
dari 1 bulan sehingga belum tercapai
CD4 yang adekuat untuk eliminasi
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parasit. Cimerman dalam studinya,
menyatakn bahwa prevalensi
kriptosporidiosis di Sao Paulo pada
pasien HIV dengan diare ditahun
pertama pengobatan ARV sebesar
244%% Di sisi lain, Bachur
melaporkan  terjadinya  resolusi
kriptosporidiosis pasca 6 bulan
pengobaian ARV. * Pada deteksi
koproantigen, hasil positif lebih
banyak terdapat pada kelompok yang
belum mendapatkan terapi ARV.
Ada beberapa faktor risiko terhadap
infeksi  Cryptosporidium sp lain
yvaitu, daerah tempat tinggal, ada atau
tidak binatang peliharaan atau kontak
dengan binatang yang terinfeksi
Cryptosporidium, sumber air minum,
pemakaian  obat injekst dan
kebiasaan  seksual, kebiasaan
mencuci tangan.

Pada studi  ini, infeksi
Cryptosporidium ditemukan pada
kelompok umur 1-<3 tzhun, 3-<5
tahun dan > 5 tahun masing-masing
sebesar 40%(6/15), 29%(2/7) dan
39.1% (27/69). Tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna angka
infeksi Cryptosporidium sp diantara
kelompok umur tersebut.
Pemeriksaan terhadap 800 pasien
dewasa dan 202 anak-anak di rumah
sakit Andhara Pradesh India, infeksi
Cryptosporidium  sp  dilaporkan
masing-masing sebesar 0.12% dan
2.99%3! Populssi rentan terhadap
infeksi ~ Cryptosporidium  pada
individu  imunosupresi — meliputi
semua kelompok umur.”
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