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Abstrak

Kriptokokosis merupakan infeksi sistemik yang disebabkan Cryptococcus sp. Predileksi
Jamur tersebut adalah susunan saraf pusat dan selaput otak. Terdapat 5 spesies Cryptococcus
sp. yang menyebabkan penyakit pada manusia; yang paling banyak adalah Cr. neoformans dan
Cr. gattii. Diagnosis kriptokokosis ditegakkan berdasarkan gejala klinis, pemeriksaan laboratoris
serta radiologis. Pemeriksaan laboratoris dilakukan dengan identifikasi morfologi, serologi dan
PCR. Pemeriksaan secara morfologi dengan tinta India positif bila jumlah sel jamur 10°-10* sel/ml
spesimen. Kultur dilakukan di media sabouraud dextrose agar (SDA) dan niger sheed agar (NSA),
Jamur tumbuh setelah 5-7 hari. Deteksi antigen dan antibodi dilakukan pada cairan tubuh dan
tidak membutuhkan waktu lama. Deteksi antibodi Cr.neoformans memiliki kelemahan yaitu tidak
menunjukkan hasil positif pada infeksi akut, IgA masih positif setelah 1-2 tahun fase penyembuhan,
IgG dapat persisten, pada individu imunokompromis menunjukkan hasil yang sangat kompleks
dan dalam menentukan diagnosis sering tidak konsisten. Polisakarida adalah komponen paling
berperan dalam virulensi Cr. neoformans. Komponen polisakarida terutama glucuronoxylomannan
merupakan petanda penting dalam diagnosis kriptokokosis secara serologis. Deteksi antigen Cr.
neoformans memiliki kelebihan yaitu menunjukkan hasil positif pada infeksi akut/kronis, sensitivitas
dan spesifisitas tinggi, dapat mendeteksi polisakarida hingga 10 ng/ml sehingga dengan kadar
antigen yang minimal tetap dapat mendiagnosis kriptokokosis.
Kata kunci: Cr. neoformans, glucuronoxylomannan, antigen

Antigen Detection in Cryptococcosis

Abstract

Cryptococcosis is systemic infection that caused by Cryptococcus sp. Predilection of this fungi
is the central nervous system and brain membrane. There are 5 species of Cryptococcus sp. that
cause cryptococcosis in human, but the majority are caused by Cr. neoformans and Cr. gattii.
The diagnosis of cryptococcosis is made based on clinical symptoms, laboratory and radiological
examinations. Laboratory examinations performed by morphological identification, serology and
PCR. Morphological examination with India ink is positive when the number of fungi is around 10°-
10* cells/ml. Cultur examination is performed in Sabouraud dextrose agar (SDA) and niger sheed
agar (NSA) medium, fungi grows in 5-7 days. Antigen and antibody detection could be performed on
body fluid and do not take a long time. Detection of Cr. neoformans antibody can not show positive
result in acute infection, IgA still positive after 1-2 years of healing phase and IgG can be persistent.
The immunocompromised person showed very complex result and inconsistent in determining the
diagnosis. Polysaccharides are the most instrumental component in Cr. neoformans virulence. The
component of Polysaccharide especially glucuronoxylomannan is the most important marker in the
diagnosis of cryptococcosis. Antigen detection of Cr. neoformans can show positive result in acute/
chronic infection, high sensitivity and specificity. Polysaccharides can be detected from 10 ng/ ml
of body fluid, so in minimal level of antigen we still can diagnose cryptococcosis.
Keywords: Cr. neoformans, glucuronoxylomannan, antigen

127



Robiatul Adawiyah, Ridhawati Syam

Pendahuluan

Kriptokokosis adalah infeksi sistemik yang
disebabkan oleh jamur ragi Cryptococcus sp.’
Pada manusia kriptokokosis dapat ditemukan
diberbagai jaringan/organ yaitu paru, hati, limpa,
pankreas, sumsum tulang, otot, payudara, ginjal,
saluran kemih, kelenjar prostat, kelenjar pituitari,
jantung, saluran cerna, serta kepala dan leher yang
manifestasinya berupa sinusitis, gingivitis serta
massa dileher dll.2 Predileksi jamur terutama pada
individu imunokompromis adalah susunan saraf
pusat, selaput otak dan kulit.

C. neoformans pertama kali diisolasi dari jus
buah peach tahun 1894 oleh Francisco Sanefelis.
Setelah itu diketahui bahwa habitat jamur tersebut
di alam adalah tanah dan feses burung merpati.
Isolasi dari tanah pertama kali dilakukan pada tahun
1951 oleh Emmons dan isolasi Cr. neoformans dari
feses merpati berhasil dilakukan pada tahun 1955.
Koloni jamur difeses merpati dapat mengandung
lebih dari 108 mikroorganisme per gram, namun
belum ada bukti merpati mengalami kriptokokosis."

Kriptokokosis mulai diperhatikan dan dipelajari
secara intensif serta diketahui sebagai penyakit
jamur oportunistik sejak insidens penyakit tersebut
meningkat tinggi pada individu imunokompromis,
terutama pada penderita AIDS dan penerima
transplantasi organ.? Pada makalah ini dibahas
cara diagnosis kriptokokosis secara laboratoris.

Kriptokokosis

Kriptokokosis ditemukan di seluruh dunia
dengan insidens 2%- 72%.%° Insidens tertinggi
ditemukan di Sub Sahara-Afrika sebanyak 720.000
kasus per tahun dan menempati urutan pertama
infeksi oportunistik pada AIDS.'%'2 Di Asia Selatan
dan Asia Tenggara insidens mencapai 120.000
kasus pertahun.'?'¢

Cryptococcus sp. yang menyebabkan
kriptokokosis pada manusia ada lima spesies,
yaitu Cr.neoformans, Cr. gattii (yang sebelumnya
merupakan varian dari Cr.neoformans), Cr.
laurentii, Cr. albidus dan Cr. curvatus.? Jamur yang
paling banyak menyebabkan infeksi adalah Cr.
neoformans dan Cr. gattii. Cr. neoformans tersebar
kosmopolit, hampir di semua benua, sedangkan
Cr. gattii terbatas di Afrika, Amerika dan Australia."”

Cryptococcus dapat menginfeksi individu
dengan atau tanpa gangguan imunitas. Pada
individu imunokompeten kriptokokosis seringkali
tidak menimbulkan gejala dan jika ada gejalanya
ringan. Pada penderita imunokompromis gejala
lebih jelas dan dapat berakibat fatal.* Peningkatan

128

eJKI

infeksi tergantung pada  faktor hospes yaitu
gangguan imunitas, infeksi HIV atau kondisi
imunokompromis lainnya.2"" Manifestasi klinis yang
dapat muncul adalah meningitis-meningoencefalitis
(mayoritas, 30% penderita), kriptokokosis paru,
kriptokokosis kulit (15%), perikarditis dan lain-lain.#

Jamurmenginfeksisecarainhalasidaninokulasi
primer di kulit.2* Jamur yang terinhalasi akan
ditangkap oleh makrofag dan bertahan intraseluler.
Kapsul melindungi jamur dari fagositosis dan
oxidative injury bersama dengan melanin. Setelah
terinhalasi jamur mengalami kolonisasi kemudian
menyebar secara hematogen dan limfogen ke
organ lain terutama otak."? Inokulasi primer dikulit
sangat jarang terjadi. Inokulasi terjadi karena
rusaknya barrier perlindungan dikulit.*

Perkembangan penyakit tergantung pada
beberapa faktor antara lain jumlah inokulum
jamur yang terinhalasi, faktor virulensi jamur
dan interaksi mikroorganisme dengan respons
imunitas seluler. Pertahanan tubuh yang pertama
kali berperan dalam menghadapi Cr. neoformans
adalah makrofag alveoli. Secara invitro makrofag
dapat mengikat dan memfagositosis jamur.*
Netrofil, sel NK dan limfosit T berperan membunuh
dan menghambat pertumbuhan Cr. neoformans.
Sitokin terutama interleukin-2 dan interferon-yang
dilepaskan oleh limfosit juga berperan penting
dalam membunuh jamur. Peran imunitas humoral
masih kontroversi namun beberapa penelitian
menunjukkan peran antibody dalam menurun
kansirkulasi antigen Cr. neoformans.?*

Faktor virulensi Cr. neoformans dalam konteks
kemampuan jamur tersebut bertahan hidup adalah
polisakarida, kemampuan jamur untuk tumbuh
pada suhu tinggi (termotoleran) termasuk pada
suhu tubuh, kemampuan membentuk melanin,
produksi manitol dan mampu terlarut dalam cairan
ekstraseluler. Komponen yang paling berperan
dalam virulensi adalah polisakarida.*

Polisakarida terdapat di kapsul Cr.neoformans.
Komponen polisakarida diantaranya glucuronoxy-
lomannan (GXM) dan galactoxylomannan (GalXM).
Komponen yang dianggap paling berperan dalam
virulensi adalah polisakarida GXM yang juga me-
rupakan petanda penting dalam menegakkan di-
agnosis kriptokokosis secara serologis.*181°

Diagnosis Kriptokokosis

Diagnosis kriptokokosis ditegakkan
berdasarkan gejalaklinis, pemeriksaan laboratoris
serta radiologis. Pemeriksaan laboratoris dilakukan
dengan identifikasi morfologi, serologi dan PCR.
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Pemeriksaan secara morfologi dibagi dua yaitu
pemeriksaan langsung dan kultur.

1. ldentifikasi Morfologi
Pemeriksaan dengan Tinta India

Pemeriksaan laboratoris dengan menemukan
sel Cr. neoformans pada pemeriksaan langsung
dengan tinta India menghasilkan diagnosis pasti,
karena ditemukannya elemenjamur di spesimen
klinis. Hasil positif pada pemeriksaan tersebut bila
jumlah sel jamur 103-10* sel/ml spesimen klinik.2

Pemeriksaan dengan Pewarnaan Giemsa

Pewarnaan Giemsadigunakan untuk spesimen
klinik dari kulit yang diambil dengan teknik biopsi
sentuh.Teknik  tersebut dikembangkan oleh
laboratorium Mikologi Departemen Parasitologi
FKUI untuk mengambil spesimen kulit pada
penderita HIV/AIDS dengan mikosis sistemik yang
bermanifestasi di kulit.

Pemeriksaan Kultur

Pemeriksaan kultur dapat dilakukan di media
sabouraud dextrose agar (SDA) dan agar NSA.
Koloni jamur tumbuh setelah 5-7 hari. Kultur dapat
dilakukan pada spesimen klinik yang berasal dari
cairan otak, kurasan bronkhus, bilasan bronkhus
(bronchial alveolar lavage; BAL) dan kulit. Cairan
otak merupakan spesimen paling sensitif. Kultur
pada media SDA menunjukkan koloni berwarna
kuning hingga krem dan mukoid halus sedangkan
kultur dimedia NSA koloni tampak krem kecoklatan
hingga hitam dan mukoid halus.?

2. Pemeriksaan Serologi

Pemeriksaan serologi merupakan salah
satu pemeriksaan penunjang dalam diagnosis
kriptokokosis. Deteksi antigen atau antibodi
diperlukan karena kondisi pasien kriptokokosis
yang mayoritas merupakan penderita HIV/AIDS
memerlukan penanganan segera. Pemeriksaan
langsung dengan tinta India pada individu
imunokompeten hanya ditemukan 50%kasus dan
pada penderita AIDS ditemukan pada 80% kasus.
Hasil positif ditunjukkan bila kadar sel 103-10* sel/
ml cairan otak.? Pemeriksaan kultur membutuhkan
waktu lama yaitu lima hari.

Deteksi antibodi yang dapat dilakukan adalah
IgA dan IgG. Deteksi antibodi Cr. neoformans
memiliki kelemahan yaitu tidak menunjukkan hasil
positif pada infeksi akut (terutama pada individu
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imunokompeten), IgAmasih positif setelah 1-2 tahun
fase penyembuhan, IgG dapat persisten, pada
individu imunokompromis menunjukkan hasil yang
sangat kompleks dan dalam menentukan diagnosis
sering tidak konsisten.? Deteksi antibodi lebih
banyak digunakan dalam studi seroepidemiologi
dan tidak digunakan untuk keperluan diagnosis. 2
Deteksi antigen Cr. neoformanslebih banyak
digunakan saat ini karena memiliki kelebihan:
dapat menunjukkan hasil positif pada infeksi
akut/kronis, sensitivitas dan spesifisitas tinggi
(LA Latex aglutination 95%-100%), dapat
mendeteksi polisakarida hingga 10 ng/ml sehingga
dengan kadar antigen yang minimal tetap dapat
mendiagnosis kriptokokosis. Deteksi antigen paling
baik saat ini untuk mendeteksi antigen GXM Cr.
neoformans.Jenis deteksi antigen Cr. neoformans
adalah latex-aglutinasi, ELISA dan EIA. Antigen Cr.
neoformans var. neoformans dapat dideteksi dari
cairan otak, serum, bilasan bronkhus dan urin.

Teknik Latex Aglutinasi

Teknik latex aglutinasi merupakant eknik
tersering yang dipakai saat ini bersama teknik
ELISA. Tekniknya lebih sederhana dan lebih
terjangkau harganya daripada ELISA. Hingga saat
ini belum ada standar baku untuk menentukan
diagnosis kriptokokosis. Hasil positif bila terlihat
aglutinasi antara antigen GXM Cr. neoformans
pada bahan klinik dengan antibodi monoklonal
GXM yang melekat pada partikel latex. Hasil
positif palsu dapat terjadi akibat rheumatoid factor,
kontaminasi agar, syneresis selama pemeriksaan
dengan menggunakan pipet di laboratorium,
pemakaian hydroxyethil starch dengan BM rendah
pada saat pengolahan spesimen, reaksi silang
dengan Trichosporon beigelii dan faktor lain yang
belum diketahui. Negatif palsu sangat jarang,
namun dapat terjadi karena efek prozon atau
kompleks imun, rendahnya kadar antigen yang
terkandung, diduga karena tipisnya kapsul pada
strain tertentu dan belum dilepaskannya GXM oleh
Cr. neoformans dari cairan tubuh yang diperiksa
karena infeksi yang masih dini.2 Teknik yang
dipakai untuk mencegah positif palsu dan negatif
palsu adalah:

— Pemberian enzim proteolitik (pronase) untuk
pre-treatment bahan klinik

— Pemberian agen reduksi 2-8-mercaptoethanol

— Pemberian agen reduksi dithiothreitol

Pemanasan bersamaan dengan EDTA

Pemanasan sampai mendidih pada waterbath
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Teknik ELISA

ELISA merupakan teknik deteksi antigen
Cr. neoformans yang terbanyak dipakai saat ini
bersama dengan teknik LA. Teknik tersebut telah
memiliki standar baku untukmenentukan diagnosis
kriptokokosis namun membutuhkan keahlian
khusus teknisinya karenatekniknyalebih rumit dari
LA dan lebih mahal dibanding LA.

Teknik EIA

Teknik EIA Dapat mendeteksi antigen dan
antibodi Cr. neoformans, tidak dipengaruhi oleh
efek prozondan tidak bereaksi dengan rheumatoid
factor serta tidak membutuhkan pronase. Teknik
EIA dapat mendeteksi antigen Cr. neoformans
pada awal infeksi dan pada kadar konsentrasi
antigen yang rendah namun harganya mahal serta
cara pengerjaannya lebih rumit daripada teknik
latex-aglutinasi.

eJKI

3. Teknik PCR

Teknik PCR sangat spesifik, namun
pengerjaannya lebih rumit dan biayanya mahal.
Teknik PCR tidak digunakan untuk pemeriksaan
rutin pasien dan lebih banyak dipakai untuk
keperluan riset.2 Pemeriksaan PCR yang saat ini
telah dilakukan diantaranya adalah penentuan
spesies, penentuan serotipe, penentuan mating
type dan penentuan genotipe dari Cr. neoformans.
Penetapan serotipe dan matingtype dengan
PCR menggunakan primer spesifik (table 1).
Primer yang digunakan untuk menentukan C.
neoformans (C. neoformans var. neoformans dan
grubii), berdasarkan gen STE12 dan GPA1,2! serta
STEZ20. Pasangan primer yang digunakan adalah
JOHE7264/JOHE7265, JOHE7267/ JOHET7268,
JOHE7270/ JOHE7272, dan  JOHE7273/
JOHE7275.

Tabel 1. Kombinasi Primer untuk Penetapan Serotipe dan Mating Type dengan PCR

Gen Primer Size (bp)
MATa serotype A (STE20 cA) JOHE 7264
JOHE 7265 1,200

MATa serotype D (STE20aD)  JOHE 7267

JOHE 7268 1,200
MATa serotype A (STE20aA) JOHE 7270

JOHE 7272 870
MATa serotype D (STE20aD) JOHE 7273

JOHE 7275 870

Penetapan genotipe dapat menggunakan Berdasarkan metode MLST tersebut penyebaran

beberapametode diantaranya DNAfingerprinting,2324
PCR fingerprinting berdasarkan mikrosatelit (M13)
atau minisatelit-primer spesifik,?>?” analisis random
amplification of polymorphic DNA (RAPD),22
amplified fragment length polymorphism (AFLP),%
restriction fragment length polymorphism (RFLP),
analisis URA5 dan gen PLBI, 2" analisis sekuens
intergenic spacer (IGS),*" multi-locus sequense
typing (MLST)*2 dan multi-locus microsatellite typing
(MLMT).*® Sesuai dengan kesepakatan International
Society for Human and Animal Mycology (ISHAM)
working group on Cryptococcus, pada tahun
2009 MLST ditetapkan sebagai metode terbaik
untuk mempelajari polimorfisme Cryptococcus.*
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Cr. neoformans dan Cr. gatii di seluruh dunia dapat
dipetakan.

Penutup

Diagnosis kriptokokosis ditegakkan
berdasarkan gejala klinis, pemeriksaan laboratoris
serta radiologis. Pemeriksaan laboratoris dilakukan
dengan identifikasi morfologi, serologi dan PCR.
Pemeriksaan morfologi dengan tinta India kurang
sensitif dan biakan memerlukan waktu lama.
Deteksi antigen Cr. neoformans menunjukkan
hasil positif pada infeksi akut/kronis, sensitivitas
dan spesifisitas tinggi sehingga paling baik untuk
mendeteksi Cr. neoformans.
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