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Abstrak 

Cryptococcus neoformans adalah jamur patogen yang menyebabkan kriptokokosis meningeal 

yang mengancam jiwa terutama pada individu imunokompromi, seperti parien terinfeksi 

HIV/AIDS. Berdasarkan karakteristik genetik dan sifat serologis polisakarida kapsuler, 

Cryptococcus neoformans mempunyai tiga varietas dan lima serotipe, yaitu: C. neoformans 

var. neoformans (serotipe D), C. neoformans var. grubii (serotipe A), serotipe hibrida AD, 

dan C. gattii (serotipe B dan C). Dari 21 isolat yang dikumpulkan, 7 isolat berasal dari 

sampel klinis dan 14 isolat dari sampel lingkungan. Dari isolat klinis, 100% berasal dari laki-

laki dengan usia rata-rata 29,71 tahun. Seluruh isolat klinis C. neoformans berasal dari pasien 

HIV-positif (100%) dan ditemukan dari cairan serebrospinal (100%). Isolat klinis 

dikumpulkan dari wilayah Jakarta dan sekitarnya dengan sebagian besar isolat berasal dari 

Jakarta (57,14%), Depok (28,57%), Bekasi (14,29%). Dari isolat lingkungan, 35,71% 

diperoleh dari kotoran burung merpati, 14,29% dari debu rumah, 28,57% dari tanah, dan 

21,43% dari lapukan kayu. PCR fingerprinting menggunakan primer M13 membedakan 21 

isolat klinis dan lingkungan atas dua kelompok (kelompok A dan B). Tujuh isolat klinis dan 

12 isolat lingkungan adalah kelompok A, yang memiliki dua pita spesifik utama diantara 

1250 dan 754 base pairs. Dua isolat lingkungan, satu dari kotoran burung merpati dan lainnya 

dari lapukan kayu adalah kelompok B, yang memiliki dua pita spesifik utama diantara 1180 

dan 554 base pairs. Korelasi genetik antara isolat klinis dan lingkungan konsisten dengan 

hipotesis yang menyatakan bahwa infeksi Cryptococcus pada manusia diperolah dari pajanan 

spora di alam.  

 

Kata kunci: Cryptococcus, isolat klinis, isolat lingkungan, PCR fingerprinting 

 

 

Abstract 

Cryptococcus neoformans is a pathogenic fungus that causes life-threatening meningeal 

cryptococci, mainly in immunocompromised individuals, such as HIV/AIDS infected patiens. 

From 21 isolates were collected, 7 isolates were from clinical samples and 14 isolates from 

environmental samples. Of the clinical isolates, 100% were from men with an average age of 

29.71 years. All C. neoformans clinical isolates were from HIV-positive patients (100%) and 

found from cerebrospinal fluid (100%). Clinical isolates were collected from Jakarta and 

surrounding areas with most isolates from Jakarta (57.14%), Depok (28.57%), and Bekasi 

(14.29%). Environmental isolates, 35.71% were obtained from pigeon droppings, 14.29% 

from dust house, 28.57% from the soil, and 21.43% from decaying woods. PCR 

fingerprinting using M13 primer discriminated 21 clinical and environment isolates into two 

groups (group A and B). Seven clinical and 12 environmental isolates were group A, which 

had two major specific bands of approximately 1250 and 754 base pairs. Two environmental 

isolates, one from pigeon excreta and the other one from decaying wood sample were group 

B, which had two major specific bands of approximately 1180 and 554 base pairs. Genetic 

correlation between the majority of clinical and environmental isolates is consistent with the 

hypothesis that human cryptococcosis is acquired from spora exposure in the nature. 

 

Keywords: Cryptococcus, clinical isolates, environmental isolates, PCR fingerprinting 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

Latar belakang 

Cryptococcus neoformans dan Cryptococcus gattii, merupakan penyebab kriptokokosis, 

suatu mikosis sistemik pada manusia dan hewan.
(1-3) 

Cryptococcus neoformans mempunyai 

dua varietas dan tiga serotipe yang diakui, yakni: C. neoformans var. grubii (serotipe A), C. 

neoformans var. neoformans (serotipe D) dan serotipe AD hybrid. Cryptococcus gattii terdiri 

atas serotipe B dan C.
(2-4)

  

Kedua spesies yang ditemukan terkait dengan pejamu yang berbeda di lingkungan. 

Inhalasi dari propagul menular (basidiospora atau blastokonidia) dari lingkungan tampaknya 

menjadi sumber infeksi bagi hewan dan manusia.
(2) 

Cryptococcus neoformans var. grubii dan 

C. neoformans var. neoformans dapat diisolasi di seluruh dunia dari tanah yang mengandung 

kotoran merpati dan busukan kayu.
(5-9) 

Sebaliknya, C. gattii memiliki distribusi geografis 

yang terbatas pada daerah tropis dan subtropis.
(10-12)

 

Dalam kompleks spesies C. neoformans, mating type isolat Cryptococcus ditentukan 

oleh lokus tunggal dengan dua alel, yakni mating type MAT-a dan MAT-α.
(13) 

Pada serotipe A 

dan D, mating type α adalah yang paling umum, baik pada isolat klinik maupun lingkungan, 

sedangkan C. neoformans var. grubii serotipe A mating type MAT-a sangat jarang 

ditemukan.
(14-16) 

Diploidisasi dan meiosis dapat terjadi pada sel serotipe A Mat-a, 

menunjukkan bahwa reproduksi seksual dapat terjadi pada isolat dari mating type yang 

sama.
(15-18)

 

Kriptokokosis dianggap penyebab penting morbiditas dan mortalitas, terutama pada 

pasien dengan gangguan sistem kekebalan tubuh, terutama mempengaruhi individu yang 

terinfeksi human immunodeficiency virus (HIV).
(2)

 Kebanyakan infeksi pada individu 

imunokompromis disebabkan oleh C. neoformans var. grubii, sedangkan C. gattii terutama 

mempengaruhi individu imunokompeten.
(2,10,19)

 Di Jakarta, prevalensi kriptokokosis pada 

pasien terinfeksi HIV dan AIDS dengan gangguan sistem saraf pusat (SSP) berkisar antara 

21,9% dan di Bandung terdapat 30% pasien AIDS terbukti menderita meningitis 

Cryptococcus.
(20,21)

 

Teknik genotyping yang berbeda telah digunakan untuk mempelajari epidemiologi 

molekul kompleks spesies C. neoformans, yang memungkinkan untuk membedakan dengan 

isolat yang sulit dibedakan menggunakan teknik konvensional.
(2)

 Teknik tersebut meliputi 

karyotyping, random amplification of polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length 
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polymorphism (AFLP), restriction fragment length polymorphism (RFLP) dan PCR 

fingerprinting.
(22-30)

 PCR fingerprinting telah digunakan secara luas untuk mengkelompokan 

lebih dari 1000 isolat Cryptococcus yang diperoleh dari seluruh dunia ke dalam delapan jenis 

molekul utama: VNI dan VNII = C . neoformans var. grubii, serotipe A; VNIII = AD hibrida, 

serotipe AD; VNIV = C. neoformans var. neoformans, serotipe D; VGI, VGII, VGIII dan 

VGIV = C. gattii, serotipe B dan C.
(26-28,30) 

Delapan jenis molekul besar telah dikonfirmasi 

dengan analisis RFLP gen URA5 dan PLB1.
(29) 

Berdasarkan analisis tersebut ditemukan 

bahwa sebagian besar isolat yang diperoleh dari pasien AIDS adalah jenis molekul VNI, 

sedangkan VGI adalah genotipe milik C. gattii.
(28)

 

Data epidemiologi molekuler yang berkaitan dengan Cryptococcus sp di Indonesia 

sangat terbatas dan tidak lengkap. Sebelumnya, terdapat dua penelitian di Indonesia yang 

menemukan Cryptococcus pada kotoran burung merpati, namun tidak dilakukan identifikasi 

sampai tingkat spesies. Mengingat peningkatan prevalensi kriptokokosis meningeal di 

Indonesia, kami menggunakan metode PCR fingerprinting untuk menentukan genotipe dan 

menilai hubungan epidemiologi kriptokokus dari isolat klinis dan lingkungan. 

 

Rumusan Masalah : 

Kriptokokosis merupakan penyebab penting morbiditas dan mortalitas, terutama pada 

pasien dengan gangguan sistem kekebalan tubuh. Data epidemiologi molekuler yang 

berkaitan dengan Cryptococcus sp di Indonesia sangat terbatas dan tidak lengkap. Habitat 

alamiah Cryptococcus sp di lingkungan, yang telah diketahui, yakni kotoran burung merpati, 

lubang pohon, tanah terkontaminasi kotoran burung atau dedaunan yang membusuk dan 

debu. Pasien imunokompromis terinfeksi kriptokokosis meningeal karena menghirup 

basidiospora atau spora kering Cryptococcus sp yang tersebar di lingkungan.  Profil yang 

sama antara isolat klinis dan lingkungan menunjukkan bahwa pasien mungkin memperoleh 

infeksi dari lingkungan tersebut. 

 

Hipotesis 

Terdapat hubungan antara Isolat Cryptococcus neoformans yang berasal dari sampel klinis 

dengan sampel yang berasal dari  lingkungan tempat tinggal pasien. 

 

Tujuan Umum 

Untuk menurunkan angka morbiditas dan mortalitas akibat kriptokokosis meningeal yang 

disebabkan Cryptococcus neoformans pada pasien HIV/AIDS. 
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Tujuan khusus 

1. Mendapatkan gambaran genotipe Cryptococcus neoformans dari isolat klinik. 

2. Mendapatkan gambaran genotipe Cryptococcus neoformans dari isolat lingkungan. 

3. Mengetahui korelasi antara isolat Cryptococcus neoformans yang berasal dari sampel 

klinis dengan sampel yang didapat dari lingkungan.  

 

Manfaat Penelitian 

1. Hasil penelitian ini dapat diketahui metode yang efektif dan akurat untuk digunakan 

sebagai standar pemeriksaan mikologi di laboratorium.  

2. Penelitian ini diharapkan dapat mendukung upaya-upaya dalam meningkatkan kualitas 

dan efektifitas identifikasi spesies jamur di laboratorium untuk kepentingan masyarakat 

pada umumnya dan secara khusus untuk pengembangan penelitian. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

Genus Cryptococcus merupakan filum Basidiomycota yang untuk pertama kali 

ditemukan pada tahun 1890-an oleh Busse dan Buschke. Mereka berhasil mengidentifikasi 

bentuk seperti jamur pada pemeriksaan lesi tiba secara histologi dan mengisolasi jamur dari 

lesi tersebut, yang awalnya disebut sebagai Saccharomyces.
(31) 

Isolasi pertama Cryptococcus 

dari lingkungan dilaporkan pada tahun 1894 sewaktu Sanfelice mengisolasi jamur dari buah 

persik dan dinamakan Saccharomyces neoformans. Pada tahun 1901 Vuillemin mengganti 

nama jamur itu menjadi Cryptococcus hominis untuk membedakannya dari bentuk 

Saccharomyces spp.
(32)

 Pada tahun 1975, Kwon-Chung menemukan bentuk seksual C. 

neoformans dan dinamakan Filobasidiella neoformans sebagai hasil perkawinan dua galur 

serotipe D.
(33)

 Hasil perkawinan antara dua galur lain (serotipe B dan C) memproduksi 

teleomorph berbeda dinamakan Filobasidiella bacillispora.
(13) 

Bentuk aseksual F. 

bacillispora dinamakan Cryptococcus bacillispora, yang diduga sebagai variasi dari C. 

neoformans. Akhirnya pada tahun 2003 seluruh genom C. neoformans dapat ditentukan.
(14)

 

Genus Cryptococcus terdiri atas ~ 37 spesies dan termasuk ke dalam filum 

Basidiomycota, kelas Tremellomycetes, dan ordo Tremellales.
(34-36) 

Dua spesies yang sangat 

penting sebagai patogen manusia adalah C. neoformans dan C.gatii. Cryptococcus 

neoformans spesies kompleks pertama kali diklasifikasikan menurut variasi struktur kapsul 

polisakarida ekstraseluler yang dapat dibedakan oleh tes aglutinasi dengan antibodi-antigen 

spesifik. Pada 1950-an dan 1960-an, C. neoformans diklasifikasikan menjadi empat serotipe, 

A sampai D.
(37,38) 

Serotipe AD hibrida sering dianggap sebagai serotipe kelima dari C. 

neoformans spesies kompleks, dan serotipe hibrida langka antara C. neoformans dan C. gattii 

seperti BD dan AB juga telah diamati.
(39-43)

 

Cryptococcus gattii awalnya diklasifikasikan sebagai varian C. neoformans, dengan 

namaC. neoformans var. gattii atau var. bacillispora.
(43) 

Pada tahun 2002, C. neoformans var. 

gattii diusulkan sebagai spesies Cryptococcus gatti.
(3)

 Klasifikasi Cryptococcus spesies 

kompleks kini menjadi C. neoformans (serotipe A, D, dan AD) dan C. gattii (serotipe B dan 

C). Kelima serotipe tersebut memiliki perbedaan pada karakteristik ekologi, molekular, dan 

morfologi; epidemiologi; patogenisitas; dan distribusi geografik.
(44)

 Bentuk seksual C. gattii 

disebut Filobasidiella bacillispora, sedangkan C. neoformans disebut Filobasidiella 

neoformans.
(45)
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Distribusi Cryptococcus, terutama C. neoformans tersebar luas di berbagai bagian 

dunia. Cryptococcus neoformans var. grubii ditemukan lebih banyak di lingkungan 

dibandingkan C. neoformans var. neoformans. Habitat utama jamur ini adalah tanah yang 

mengandung material tanaman yang membusuk, lapukan kayu pada celah/lubang pohon dan 

kotoran burung.
(46) 

Jamur dapat ditemukan pada lubang pohon Syzygium jambolana, Cassia 

grandis, Senna multijuga dan Ficus microcarpa.
(47) 

Jamur juga dapat ditemukan dalam 

sampel kotoran atau kloaka dari berbagai spesies burung, terutama burung merpati. 

Cryptococcus neoformans dapat bertahan hidup selama dua tahun atau lebih dalam kotoran 

burung merpati segar atau kering.
(48) 

Habitat alamiah C. neoformans menstimulasi 

perkembangbiakan jamur secara ekstensif, baik dalam bentuk khamir dan spora, terutama bila 

terlindung dari pajanan sinar matahari.
(49)

 Kondisi lingkungan yang lembab juga mendukung 

perkawinan C. neoformans var. grubii dan C. neoformans var. neoformans.
(50)

 Kotoran dari 

beberapa burung lainnya (misal: burung beo, burung kenari) dapat mendukung pertumbuhan 

khamir Cryptococcus, namun belum diketahui apakah kotoran burung tersebut juga dapat 

menstimulasi perkembangbiakan jamur.
(51)

 

Distribusi C. gatii lebih terbatas di daerah tropis dan subtropis, serta terdapat hubungan 

ekologi spesifik dengan Eucalyptus camaldulensis dan Eucalyptus tereticornis.
(52) 

Jamur juga 

dapat tumbuh pada jenis pohon lainnya seperti Syzygium cumini (pohon jambu air), almond 

(Prunus dulcis), golden shower (Cassia fistula), cemara, cedar dan maple.
(53)

 Selain itu, 

jamur dapat diisolasi dari udara, air tawar, air laut, serta tanah.
(54) 

Cryptococcus gattii juga 

dapat diisolasi dari sampel kotoran atau kloaka burung dan bentuk aseksual hanya ditemukan 

terutama pada kotoran burung.
(48)

 

Cryptococcus spp. berproliferasi dan berkembangbiak di permukaan tanaman. Diduga 

bahwa material yang terkandung dalam tanaman (misal: hormon tanaman, indole-3-acetic 

acid, myo-inositol) memicu perubahan morfologi dan menstimulasi reproduksi seksual 

selama siklus hidup Cryptococcus di alam, tetapi hal tersebut dapat dihambat oleh 

cahaya.Cryptococcus di alam, bersifat responsif terhadap faktor lingkungan, seperti suhu, 

tingkat keasaman tanah, sumber nitrogen dan karbondioksida, air serta besi. Contohnya, 

ukuran dan ketebalan kapsul dipengaruhi faktor genetik dan kondisi lingkungan. Suhu dan 

tekanan CO2 tinggi di lingkungan akan menyebabkan kapsul hidrofilik kolaps untuk 

melindungi jamur dari dehidrasi, sehingga ukuran kapsul yang relatif kecil/tipis mudah 

terhirup ke saluran napas.
(49,55) 

Identifikasi Cryptococcus dapat dilakukan secara konvensional dan molekular. 

Identifikasi secara konvensional yaitu berdasarkan karakter fenotipik. Karakter fenotipik 
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terdiri atas karakter morfologi (makroskopik dan mikroskopik), fase reproduksi seksual dan 

aseksual, dan karakter fisiologi biokimia. Karakter morfologi secara makroskopik yang 

diamati antara lain warna koloni, profil koloni, tekstur koloni, tepi dan permukaan koloni 

(dikutip dari Maulana
(56)

). Pada medium agar Sabouraud yang diinkubasi pada suhu kamar, 

koloni Cryptococcus yang terbentuk berwarna kekuningan, mengkilat, dan mukoid. Pada agar 

Nigerseed yang diperam dalam suhu kamar, Cryptococcus membentuk koloni khamir yang 

berwarna coklat kehitaman, mengkilat, dan mukoid.
(57)  

Karakter morfologi secara mikroskopik yang diamati adalah ukuran dan bentuk sel. Di 

laboratorium, pemeriksaan secara mikroskopik dilakukan menggunakan pewarnaan lacto 

phenol cotton blue (LPCB) untuk identifikasi morfologi dari semua koloni (filamen, ragi, dan 

koloni seperti ragi). Pewarnaan tinta india digunakan untuk identifikasi Cryptococcus. Jamur 

akan terlihat sebagai sel ragi yang dikelilingi kapsul berlendir, yang tampak sebagai zona 

bening yang mengelilingi sel khamir. Sel-sel khamir mungkin bulat, oval atau memanjang. 

Sel khamir Cryptococcus dapat tunggal tanpa tunas atau bertunas tunggal, namun jarang 

multipel.
(57,58)  

Karakter fisiologi biokimia Cryptococcus dibedakan berdasarkan kemampuan 

fermentasi gula tertentu, asimilasi karbon dan nitrogen, tumbuh pada suhu 37ºC (dikutip dari 

Maulana
(56)

). Cryptococcus memiliki kemampuan untuk tumbuh dengan baik pada medium 

yang mengandung sumber karbon raffinosa, melezitosa, D-xylosa, L-arabinosa. Cryptococcus 

merupakan cellulolytic yeasts dan mempunyai kemampuan merombak selulosa menjadi 

glukosa.
(59) 

Kemampuan Cryptococcus tumbuh pada suhu 37ºC merupakan karakter fisiologi 

yang penting pada proses infeksi dalam tubuh pejamu manusia.
(60)

 Identifikasi fenotipik 

memiliki beberapa kekurangan dan seringkali tidak dapat digunakan untuk membedakan 

spesies dan membutuhkan waktu lebih lama karena pertumbuhan jamur. 

Klasifikasi terbaru Cryptococcus berdasarkan genetic typing menggunakan PCR 

fingerprinting, RFLP, RAPD, AFLP, MLST, MLMT dan analisis MALDI-TOF. Studi 

molekuler menggunakan metode tersebut menunjukkan bahwa C. neoformans dan C. gattii 

juga dapat dikelompokkan paling sedikit delapan spesies cryptic yang didefinisikan sebagai 

tipe molekul, karena itu menggambarkan intraspesies dan keragaman genetik antar spesies. 

Tipe molekul terutama digunakan dalam studi epidemiologi jika terjadi wabah. Cryptococcus 

neoformans var. grubii terdiri dari tipe VNI dan VNII, C. neoformans var. neoformans 

ekivalen dengan tipe VNIV, sedangkan hibrida antara C. neoformans var. grubii dan C. 

neoformans var. neoformans adalah tipe VNIII. Cryptococcus gattii terdiri dari tipe molekul 
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VGI, VGII, VGIII dan VGIV. Dampak patogenik tipe molekul tersebut masih memerlukan 

penelitian lebih lanjut, karena distribusi epidemiologi belum sepenuhnya diketahui.
(22-30)

 

 

Gambar 2.1. Skema filogenetik kompleks spesies Cryptococcus. Diagram terdiri atas spesies, serotipe, 

tipe molekular dan referensi strain. Kompleks spesies terdiri dari dua spesies, C. neoformans dan C. gatii. 

Cryptococcus neoformans selanjutnya dibedakan menjadi serotipe A varietas grubii dengan tipe 

molekular VNI, VNII, VNB, hybrid AD (VNIII) dan serotipe D varietas neoformans tipe molekular 

VNIV. Cryptococcus gatii dibedakan menjadi serotipe B dan C dengan tipe molekular VGI, VGII, 

VGIII, VGIV. (Dimodifikasi dari Bovers et al,2008, Meyer et al, 2003, Voelz K, 2010) 

 

Kriptokokosis merupakan penyakit infeksi dengan morbiditas dan mortalitas tinggi, 

yang disebabkan oleh Cryptococcus spp. Cryptococcus dapat menyebabkan infeksi lokal di 

setiap organ yang melibatkan kulit, mata, miokardium, tulang, sendi, paru-paru, kelenjar 

prostat, saluran kemih, dan SSP. Kriptokokosis pada SSP dapat berupa meningitis, 

meningoencephalitis atau space-occupying lesion yang sebagian besar terjadi pada pasien 

dengan gangguan imunitas selular, termasuk penggunaan imunosupresan (misal: 

kortikosteroid, inhibitor calcineurin, obat sitotoksik dan antibodi monoklonal) pada pasien 

transplantasi atau keganasan hematologi dan pasien terinfeksi HIV, tetapi juga dapat terjadi 

pada individu yang imunokompeten.
(62)

 

Cryptococcus merupakan jamur saprofit berkapsul, memiliki dua spesies yang patogen 

pada manusia, yaitu C. neoformans dan C. gattii. Cryptococcus neoformans dibagi menjadi 

dua subtipe berdasarkan komposisi antigen kapsular, yaitu C. neoformans var. grubii 

(serotipe D) dan C. neoformans var. neoformans (serotype A). Serotipe A adalah yang paling 

umum dan menyebabkan 80%-95% infeksi kriptokokosis, sedangkan 20%-30% 

kriptokokosis meningitis terkait HIV disebabkan serotipe D.
(63) 
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1A 
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e  
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Infeksi Cryptococcus menimbulkan morbiditas dan mortalitas yang cukup tinggi pada 

pasien dengan gangguan sistem imun, yaitu sekitar 10%-30% dan 5%-10% pasien dengan 

limfopenia CD4+ menderita kriptokokosis. Di Jakarta, prevalensi kriptokokosis pada pasien 

terinfeksi HIV dan AIDS dengan gangguan SSP berkisar antara  21,9% dan di Bandung 

terdapat 30% pasien AIDS terbukti menderita meningitis.
(20,21,49) 

Setelah inhalasi partikel infektif, sel ragi kering atau basidiospora, akan terbentuk 

kompleks primer paru-kelenjar getah bening. Manifestasi klinis bervariasi tergantung pada 

faktor pejamu, inokulum dan virulensi sehingga jamur dapat menyebar secara sistemik. 

Infeksi Cryptococcus dapat asimptomatik, kronik atau akut. Paru merupakan gerbang utama 

tempat masuknya Cryptococcus, namun infeksi primer pada paru sering asimptomatik, 

terutama pada individu imunokompeten. Gejala pada paru dapat berupa batuk, nyeri dada, 

demam, sesak napas, berat badan menurun dan malaise. Pada pasien imunokompromi dapat 

terjadi pneumonia dan acute respiratory distress syndrome (ARDS).
(31)

 

Dari infeksi primer, Cryptococcosis dapat menyebar secara sistemik dengan predileksi 

utama adalah SSP. Manifestasi klinis berat yang paling sering adalah meningitis, yaitu 

peradangan selaput otak yang disertai peradangan parenkim otak, sehingga lebih tepat 

digunakan istilah meningoensefalitis. Kriptokokosis meningeal harus selalu dimasukkan 

dalam diagnosis diferensial pada kasus meningoensefalitis kronis atau subakut karena 

gambaran klinis yang tidak spesifik, seperti sakit kepala, tekanan intrakranial meningkat, 

demam, lethargy, koma, defisit neurologi atau kejang. Infeksi neurologi dapat menimbulkan 

komplikasi dengan terbentuk massa disebut kriptokokoma, yang lebih sering disebabkan C. 

gattii dibandingkan C. neoformans. Cryptococcus juga dapat menyebabkan infeksi lokal di 

berbagai organ, seperti kulit, mata, miokardium, kelenjar prostat, saluran kemih, tulang dan 

sendi. Resiko kriptokokosis pada pasien terinfeksi HIV meningkat bila jumlah CD4 50-100 

sel/µL. Kurangnya respons inflamasi terjadi karena jumlah leukosit rendah (<20/µL) dengan 

titer antigen Cryptococcus serum yang tinggi.
62,64 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

KERANGKA TEORI PENELITIAN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KERANGKA KONSEP PENELITIAN 

 

 

 

ROAD MAP PENELITIAN 
 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

KRIPTOKOKO
SIS 

- OTAK 
- PARU 
- KULIT 

Faktor risiko : 
- Imunokompromis, 

mis : HIV/Aids 
- Imunokompeten  

Sampel 
Klinis LCS 

(+) 
Cryptococcu

s 

 

 

Bentuk infektif 
terinhalasi  : 

- Filobasidiella 
- Dessicated yeast 

Diagnosis: 
- Konvensional 
- Integral System Yeasts Plus 
- PCR fingerprinting, AFLP, 

RFLP 

Habitat Alami 
Cryptococcus sp. 

di Lingkungan  

Menilai hubungan simbiosis 
antara mikrobiom dengan 
spesies Cryptococcus (2017) 
 

Korelasi Isolat C. neoformans dari 
Sampel Klinis dan Lingkungan 
Berdasarkan Metode PCR-fingerprinting 
(2016) 
 

KUALITAS DAN 
USIA HARAPAN 
HIDUP PASIEN 

HIV/AIDS 
 

DISEASE PREVENTION, 
ENVIRONMENT AND HEALTH 

 

Hubungan antara Spesies 
Cryptococcus di Lingkungan 
dengan Kriptokokosis pada Pasien 
HIV/AIDS (2014) 

 
 

Perbandingan metode konvensional 
dengan Integral System Yeasts Plus untuk 
identifikasi isolat Cryptococcus dari 
lingkungan (2015) 
 



12 
 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Desain penelitian: 

Penelitian ini adalah penelitian analitik dan menggunakan desain cross-sectional. 

 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian: 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikologi Departemen Parasitologi FKUI dan 

dilaksanakan pada bulan Desember 2016 - Mei 2017. 

 

3.3 Sampel : 

Sampel klinik yang diteliti adalah cairan serebro spinal (LCS) dari pasien terinfeksi HIV 

dengan hasil pemeriksaan laboratorium Cryptococcus (+) selama Januari 2009 hingga Juni 

2015. Sampel lingkungan yang diteliti diambil dari lingkungan rumah pasien tersebut berupa 

lapukan kayu di lubang atau celah pohon, tanah yang terkontaminasi lapukan daun atau 

ranting, air dan debu dari dalam rumah, serta kotoran burung. 

 

Kriteria Inklusi : 

1. Pasien HIV/AIDS dengan kriptokokosis meningeal 

2. Data laboratorium dan rekam medis lengkap, dicurigai mengalami kriptokokosis 

meningeal berdasarkan rekam medis saat dirawat di RSCM dan RSKO. 

3. Pasien dan atau anggota keluarga bersedia dilakukan pengambilan sampel di lingkungan 

rumahnya. 

 

Kriteria Eksklusi : 

1. Menderita mikosis yang disebabkan spesies jamur lain 

2. Disertai penyakit sistemik lain seperti toksoplasmosis, TBC  

 

3.4 Cara pengambilan sampel : 

Sebanyak 7 isolat dipulihkan dari sampel cairan serebrospinal (LCS) dengan meningitis 

kriptokokus yang didiagnosis dari Januari 2009 hingga Juni 2015 di RSCM dan RSKO, 

Jakarta, serta 14 isolat dari sampel lingkungan rumah pasien tersebut. Catatan medis pasien 

ini diperiksa untuk data klinis. 
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Isolasi, identifikasi dan pemeliharaan isolat. 

Identifikasi isolat ragi yang dicurigai termasuk uji morfologi, biokimia dan fisiologis standar, 

seperti tinta India, produksi pigmen pada media Bird Seed Agar (BSA), tes asimilasi karbon 

(Integral system yeasts plus, Liofilchem
®

, Italia), dan termotolerans pada suhu 37°C. Masing-

masing isolat Cryptococcus di subkultur pada medium BSA dan satu koloni dipilih untuk 

analisis molekuler. Isolat diawetkan di medium gliserol pada suhu -20 ° C dan diliofilisasi 

dengan Susu Skim (DIFCO, Laboratories, Detroit, MI, AS). 

 

Ekstraksi DNA 

Prosedur ekstraksi DNA dilakukan menggunakan modifikasi metode dari Meyer, et al,
28

 

isolat Cryptococcus neoformans ditanam pada Saboureaud's dextrose agar pada suhu 37°C 

selama 72 – 96  jam, satu loop penuh sel dari kultur dicampur dengan air deionisasi steril dan 

disentrifugasi. Supernatan dibuang, dan tabung berisi pelet sel ragi dibekukan dalam nitrogen 

cair. Pelet itu digiling dengan alu mini. Larutan lisis sel (100 mg triisopropilnkapthalene 

sulfonic acid, 600 mg asam para-aminosalicylic, air deionisasi 10 mL steril, buffer ekstraksi 

2,5 mL (1 M Tris-HCl, 1,25 M NaCl, 0,25 M EDTA, pH 8.0) dan 7,5 mL fenol Jenuh dengan 

Tris-EDTA dipanaskan sampai 55 ° C, dan 700 μL campuran ini ditambahkan ke sel-sel 

tanah beku. Tabung diinkubasi selama 2 menit pada 55 ° C, dikocok sesekali, dan kemudian 

ditambahkan 500 μL kloroform, lalu campuran diinkubasi selama 2 menit pada suhu 55 ° C 

dan dikocok sesekali, tabung disentrifugasi selama 10 menit pada 14.000 rpm, dan fasa berair 

dipindahkan ke tabung baru, kemudian ditambahkan 500 μL fenol-kloroform-isoamil alkohol 

(25: 24: 1), dikocok selama 2 menit pada suhu kamar, dan disentrifugasi seperti di atas. Fasa 

berair dipindahkan ke tabung baru, ditambahkan 500 μL kloroform, dikocok, dan 

disentrifugasi seperti di atas. DNA genomik, fasa berair dipindahkan lagi ke tabung baru, dan 

0,03 volume 3,0 M natrium ac Eter (pH 5,2) dan ditambahkan 2,5 volume etanol 96% dingin, 

dan campuran dikocok dengan lembut dan diinkubasi pada suhu -20 ° C paling sedikit 1 jam 

atau semalaman. Larutannya disentrifugasi selama 30 menit pada 14.000 rpm untuk pelet 

DNA. Pelet DNA dicuci dengan etanol 70% dan disentrifugasi selama 10 menit pada 14.000 

rpm dan dikeringkan dengan udara. DNA disuspensikan kembali dalam air deionisasi 200 μL 

steril pada suhu 4°C semalaman dan disimpan pada suhu -20°C. 

 

PCR fingerprinting 

Sekuens inti spesifik minisatelit dari wild-type phage M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3 ') 

digunakan sebagai primer tunggal dalam cetakan PCR-fingerprinting dengan modifikasi 
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metode Meyer et al,
28

 Reaksi amplifikasi kation dilakukan dalam volume 50 μL yang 

mengandung 100 ng DNA, buffer PCR 1 × (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM KCl), masing-

masing 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP dan DTTP, 2.0 mM MgCl2, 60 ng primer (Invitrogen, 

Brasil) dan 2,5 U DNA polimerase Taq (Invitrogen, Brasil). PCR terdiri dari denaturasi awal 

pada suhu 94 ° C selama 10 menit, diikuti oleh 36 kation amplifikasi: 1 menit denaturasi pada 

94 ° C, 1 menit anil pada suhu 50 ° C, 1 menit perpanjangan pada 72 ° C. Langkah ekstensi 

terakhir diterapkan pada suhu 72 ° C selama 10 menit. Produk penguat amplifikasi 

dipisahkan dengan elektroforesis dalam gel agarosa 1,5% pada buffer 1 × Tris-Acetate EDTA 

(TAE) pada suhu 90 V selama 4,5 jam dan diwarnai dengan etidium bromida pada 0,5 μg / 

mL selama 30 menit dan divisualisasikan di bawah sinar UV. Jenis molekuler (VNI-VNIV 

dan VGI-VGIV) dibandingkan dengan strain referensi dari delapan jenis molekul utama. 

Strain referensi digunakan sebagai kontrol internal untuk mengkonfirmasi reproduktifitas. 

Profil sidik jari PCR dianalisis berdasarkan adanya atau tidak adanya pita yang jelas dan pasti 

dalam elektroforesis. 

 

Strain Referensi  

Strain standar dan strain referensi diperoleh dari koleksi kultur Cryptococcus neoformans 

yang sebelumnya telah diidentifikasi dengan metode biokimia rutin dan sekuensing ITS serta 

dipelihara di CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Netherlands dan mewakili 

masing-masing dari delapan jenis molekul utama sebagai berikut; CBS 10085 (serotipe 

A/VNI), CBS 10084 (serotipe A/VNII), WM 628 (serotipe AD/VNIII), CBS 10079 (serotipe 

D/VNIV), CBS 10078 (serotipe B/VGI), CBS 10082 (serotipe B/VGII), CBS 10081 (serotipe 

B/VGIII), CBS 10101 (serotipe C/VGIV). 

 

3.5 Etika Penelitian 

Protokol penelitian ini telah mendapat  persetujuan dari Komite Etik Penelitian Kesehatan 

FKUI/RSCM dan Komite Etik Fakultas Kedokteran Universitas Trisakti. 

 

3.6 Sifat Penelitian 

Penelitian ini merupakan studi cross-sectional. Isolat klinik adalah data primer yang 

didapatkan dari sampel klinik yang dikultur pada medium SDA dan disimpan dalam medium 

PDA pada suhu 20°C. Sampel klinik berupa cairan cerebro spinal (LCS) pasien HIV dengan 

kriptokokosis meningeal. Isolat lingkungan adalah data primer yang diambil dari setiap 

lingkungan rumah pasien HIV dengan kriptokokosis meningeal (pasien yang sama dengan 
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sampel klinik) yang telah tersimpan dalam medium PDA pada suhu 20°C. Isolat tersebut 

diambil dari tanah yang terkontaminasi busukan daun/kayu, kerokan batang/kulit pohon, debu 

rumah, kotoran burung, dan air.  

 

3.7 Analisis Statistik 

Analisa statistik dilakukan dengan deskriptif untuk memperoleh nilai frekuensi, mean,  

standar deviasi.  Hasil pengukuran disajikan dalam tabel 2x2. Uji hipotesa dilakukan 

dengan menggunakan Fisher’s Exact Test.  Hubungan antar variabel dilakukan dengan uji 

sensitivitas dan spesifisitas.  Analisis dilakukan dengan tingkat kemaknaan 95% (α = 

0,05), perbedaan dianggap bermakna apabila nilai p = 0,05. 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN  

 

Tujuh isolat klinik dan empat belas isolat lingkungan disegarkan kembali dengan 

cara di subkultur pada medium kultur baru. Isolat-isolat tersebut diperoleh dari koleksi 

kultur yang disimpan di Laboratorium Mikologi Molekuler, Departemen Parasitologi 

FKUI, yang telah ditanam  pada medium PDA dan disimpan dalam tabung steril tutup ulir 

10 cc pada suhu -20°C. Isolat klinik merupakan hasil kultur sampel cairan serebrospinal 

dari pasien terinfeksi HIV/AIDS dengan kriptokokosis meningeal. Isolat lingkungan 

didapatkan dari hasil kultur sampel kotoran burung merpati, debu rumah, lapukan kayu, 

dan tanah yang terdapat di lingkungan sekitar tempat tinggal pasien, yaitu pasien 

terinfeksi HIV/AIDS dengan kriptokokosis meningeal yang sama dengan subyek isolat 

klinik.  

Identifikasi spesies Cryptococcus neoformans dilakukan secara makroskopis 

dengan mengidentifikasi pertumbuhan koloni berwarna coklat kehitaman yang tumbuh 

pada medium Niger Seed Agar (NSA), dan pemeriksaan mikroskopis menggunakan 

pewarnaan tinta india, serta tes asimilasi menggunakan kit Integral System Yeasts Plus 

(Ref. 71822) dari Liofilchem
®
, Italia. Penyegaran isolat klinis dan isolat lingkungan pada 

medium Sabouraud Dextrose Agar dilakukan dengan cara menambahkan cairan NaCl 

dengan konsentrasi 0,5% (SDA-NaCl 0,5%) yang bertujuan untuk memudahkan 

penghancuran dinding sel ragi Cryptococcus neoformans. Selanjutnya, koloni 

Cryptococcus neoformans yang tumbuh setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 72 – 

96 jam akan dilakukan ekstraksi DNA. Pada saat itu, jumlah koloni yang tumbuh telah 

mencapai berat yang diperlukan untuk ekstraksi DNA, yaitu 100 µg.  

 

  

 
Gambar 4.1. Koloni Cryptococcus neoformans pada Saboureaud's dextrose agar, 

inkubasi suhu 37°C selama 96  jam. 
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Isolat Klinis 

Sebanyak 7 pasien dengan meningitis kriptokokal didiagnosis kurang lebih selama 

sepuluh tahun terakhir di rumah sakit. Seluruh pasien (100%) meningitis kriptokokal 

adalah laki-laki dan merupakan pasien HIV/AIDS, dengan usia rata-rata 34,14 (30 – 40 

tahun) tahun. 

 

Tabel 4.1 Distribusi Sosiodemografi Isolat Cryptococcus neoformans dari Sampel Klinis   
Keterangan Jumlah (n) Persentase (%) 

Sampel  klinis 7  

    Jenis kelamin 

- Laki-laki 

- Perempuan  

 

7  

0  

 

100 

0,00 

    Usia  

- < 20 tahun 

- 20 – 30 tahun 

- > 30 tahun 

 

0 

4  

3  

 

0,00 

57,14 

42,86 

    Sumber  

- Cairan serebrospinal 

- Darah  

 

7  

0  

 

100 

0,00 

    Status HIV/AIDS 

- Positif 

- Negatif 

 

7  

0  

 

100 

0,00 

    Wilayah  

- Jakarta 

- Depok 

- Bekasi  

 

4  

2  

1  

 

57,14 

28,57 

14,29 

 

Seluruh isolat klinis C. neoformans berasal dari pasien HIV-positif (100%) dan 

ditemukan dari cairan serebrospinal (100%). Isolat klinis dikumpulkan dari wilayah 

Jakarta dan sekitarnya dengan sebagian besar isolat berasal dari Jakarta (57,14%), Depok 

(28,57%), Bekasi (14,29%). 
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Isolat Lingkungan  

Sebanyak 14 Isolat lingkungan yang didapatkan dari hasil kultur sampel kotoran burung 

imerpati, debu rumah, lapukan kayu, dan tanah yang terdapat di lingkungan sekitar 

tempat tinggal pasien, yaitu pasien terinfeksi HIV/AIDS dengan kriptokokosis meningeal 

yang sama dengan subyek isolat klinik. Isolat-isolat tersebut tersimpan dalam koleksi 

kultur dan disegarkan pada medium SDA baru pada suhu kamar. 

 

Tabel 4.2 Distribusi Sosiodemografi Isolat Cryptococcus neoformans dari Sampel 

Lingkungan 
Keterangan Jumlah (n) Persentase (%) 

Sampel  lingkungan 14  

    Sumber  

- Kotoran burung merpati 

- Lapukan kayu 

- Tanah 

- Debu rumah 

 

5  

3  

4  

2  

 

35,71 

21,43 

28,57 

14,29 

    Wilayah  

- Jakarta 

- Depok 

- Bekasi 

 

7  

4  

3  

 

50,00 

28,57 

21,43 

    Musim  

- Kemarau 

- Hujan 

 

11 

3 

 

78,57 

21,43 

 

Dari isolat lingkungan, 35,71% diperoleh dari kotoran burung merpati, 14,29% 

dari debu rumah, 28,57% dari tanah, dan 21,43% dari lapukan kayu dengan wilayah 

paling banyak di Jakarta (50,00%). Sebagian besar isolat Cryptococcus neoformans dari 

lingkungan yang memberikan hasil positif diambil pada musim kemarau sebanyak 

78,57% dan musim hujan 21,43%.   
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Karakterisasi Molekuler 

Sebagian besar pasien (57,14%) didiagnosis di Rumah Sakit Cipto Mangunkusumo dan  

pasien yang tersisa (42,86%) didiagnosis di Rumah Sakit Ketergantungan Obat. Seluruh 

pasien memiliki faktor predisposisi yang dapat dikenali untuk kriptokokosis, yaitu seperti 

HIV/AIDS. 

 

              Tabel 4.3. Gambaran Strain Isolat Klinis Cryptococcus neoformans 

Kode Wilayah Serotipe Tipe VN 
Strain 

Rb Depok Serotipe A VNI 
CBS 10085 

Sp Jakarta  
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

Ck Jakarta 
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

AJ Depok 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

Ay Bekasi 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10512 

GH 
Jakarta Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

Tf 
Jakarta Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

 

Berdasarkan Tabel 4.3 didapatkan seluruh isolat klinik Cryptococcus neoformans adalah 

C. neoformans varian grubii, serotipe A / VNI (CBS 10085 dan CBS 10512) dan sebagian 

besar isolat berasal dari wilayah Jakarta. 

          

     Tabel 4.4. Gambaran Strain Isolat Lingkungan Cryptococcus neoformans 

Kode Sumber Wilayah Serotipe Tipe VN 
Strain 

Rb-02 Tanah depok Serotipe A 
VNI 

CBS 10085 

Rb-03 Kayu depok 
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

Rb-04 Burung depok 
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

Sp-03 Burung Jkt 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

Sp-02 Kayu Jkt 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10512 

Ck-01 Tanah Jkt 
Serotipe A 

VNII 
CBS 10084 

Ck-03 Burung Jkt 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 
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AJ-04 Debu depok Serotipe A 
VNI 

CBS 10085 

Ay-01 Tanah bekasi 
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

Ay-02 Kayu bekasi 
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

Ay-03 Burung bekasi 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

GH-04 Debu Jkt 
Serotipe A 

VNII 
CBS 10084 

Tf-01 Tanah Jkt 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

Tf-03 Burung Jkt 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

 

Tampak pada tabel 4.4 bahwa seluruh isolat Cryptococcus neoformans dari lingkungan 

merupakan C. neoformans varian grubii, serotipe A. Isolat lingkungan terdeteksi dua tipe 

genotip, yaitu VNI (CBS 10085 dan CBS 10512) dan VNII (CBS 10084). Sumber isolat 

paling banyak adalah kotoran burung dan sebagian besar berada di wilayah Jakarta. 

 

                                 
 

 
Gambar 4.2. Gel elektroforesis ekstraksi DNA Cryptococcus neoformans dari sampel klinis. Baris pertama: 1. 

Ladder; 2. Sampel RB; 3. Sampel SP; 4. Sampel CK; 5. Sampel AJ. Baris kedua: 6. Sampel AY; 7. Sampel GH; 

8. Sampel TF. 

 

6
1 

7
1 

8
1 

554 bp 

554 bp 
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Gambar 4.3. Gel elektroforesis ekstraksi DNA Cryptococcus neoformans dari sampel lingkungan. 

 

Sekuens inti spesifik minisatelit dari wild-type phage M13 (5'-

GAGGGTGGCGGTTCT-3 ') digunakan sebagai primer tunggal dalam cetakan PCR-

fingerprinting dengan modifikasi metode Meyer et al, Reaksi amplifikasi kation dilakukan 

dalam volume 50 μL yang mengandung 100 ng DNA, buffer PCR 1 × (10 mM Tris-HCl, pH 

8.0, 50 mM KCl), masing-masing 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP dan DTTP, 2.0 mM MgCl2, 

60 ng primer (Invitrogen, Brasil) dan 2,5 U DNA polimerase Taq (Invitrogen, Brasil). PCR 

terdiri dari denaturasi awal pada suhu 94 ° C selama 10 menit, diikuti oleh 36 kation 

amplifikasi: 1 menit denaturasi pada 94 ° C, 1 menit anil pada suhu 50 ° C, 1 menit 

perpanjangan pada 72 ° C. Langkah ekstensi terakhir diterapkan pada suhu 72 ° C selama 10 

menit. Produk penguat amplifikasi dipisahkan dengan elektroforesis dalam gel agarosa 1,5% 

pada buffer 1 × Tris-Acetate EDTA (TAE) pada suhu 90 V selama 4,5 jam dan diwarnai 

dengan etidium bromida pada 0,5 μg / mL selama 30 menit dan divisualisasikan di bawah 

sinar UV. Jenis molekuler (VNI-VNIV dan VGI-VGIV) dibandingkan dengan strain referensi 

dari delapan jenis molekul utama. Strain referensi digunakan sebagai kontrol internal untuk 

mengkonfirmasi reproduktifitas. Profil sidik jari PCR dianalisis berdasarkan adanya atau 

tidak adanya pita yang jelas dan pasti dalam elektroforesis. 

 

 

 

 

 

 

554 bp 

554 bp 
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Gambar 4.4. Analisis PCR fingerprinting Cryptococcus neoformans dari isolat klinis. M: 1Kb DNA marker, 

Baris 1: CBS 10085 (VNI), Baris 2: CBS 10512 (VNI), Baris 3: WM 628 (VNIII), Baris 4: CBS 10079 (VNIV), 

Baris 5:  CBS 100512 (VNI), Baris 6: CBS 10084 (VNII), Baris 7: WM 628 (VNIII). 

    

 

   

Gambar 4.5. Analisis PCR fingerprinting Cryptococcus neoformans dari isolat lingkungan. M: 1Kb DNA 

marker, Baris 1: CBS 10085 (VNI), Baris 2: CBS 10512 (VNI), Baris 3: WM 628 (VNIII), Baris 4: CBS 10079 

(VNIV), Baris 5:  CBS 100512 (VNI), Baris 6: CBS 10084 (VNII), Baris 7: WM 628 (VNIII), Baris 8: CBS 

10085 (VNI), Baris 9: CBS 10512 (VNI), Baris 10: WM 628 (VNIII), Baris 11: CBS 10079 (VNIV), Baris 12:  

CBS 100512 (VNI), Baris 13: CBS 10084 (VNII), Baris 14: WM 628 (VNIII). 
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BAB V 

PEMBAHASAN  

 

Meningitis kriptokokus dianggap sebagai kondisi yang menentukan HIV/AIDS sejak 

tahun-tahun pertama era HIV/AIDS dan merupakan infeksi jamur SSP yang paling umum 

dan kejadian neurologis ketiga yang paling sering terjadi pada pasien HIV/AIDS. Hasil 

penelitian didapatkan seluruh pasien (100%) meningitis kriptokokal adalah laki-laki dan 

merupakan pasien HIV/AIDS, dengan usia rata-rata 34,14 (30 – 40 tahun) tahun. Seluruh 

isolat klinis C. neoformans berasal dari pasien HIV-positif (100%) dan ditemukan dari cairan 

serebrospinal (100%). Laporan Ditjen PP&PL Kementerian Kesehatan RI tahun 2012, 

persentase infeksi HIV pada laki-laki di Indonesia adalah 58%.
65

 Kaocharoen et al.,
53

 

melaporkan bahwa 68,9% pasien terinfeksi HIV dengan kriptokokosis di Thailand adalah 

laki-laki. Sanglard et al.,
66

 melaporkan bahwa hormon estrogen menghambat pertumbuhan 

jamur Cryptococcus. Penelitian McClelland et al.,
67

 melaporkan bahwa proses fagositosis 

Cryptococcus oleh makrofag pada pasien kriptokokosis perempuan lebih efisien 

dibandingkan laki-laki. Selain itu, ditemukan fungal burden yang lebih tinggi di otak hewan 

coba jantan daripada betina. Hal tersebut menunjukkan bahwa secara fisiologis Cryptococcus 

lebih mudah menginfeksi laki-laki dan lebih mudah melewati sawar darah otak hewan coba 

jantan dari pada betina.
67

 Kaocharoen et al.,
53

 melaporkan bahwa pasien terinfeksi HIV 

dengan kriptokokosis di Thailand memiliki rerata usia 37,97 tahun. Hal tersebut sesuai 

dengan epidemiologi pasien terinfeksi HIV yang sebagian besar usia produktif.
68

 Di 

Indonesia, laporan Ditjen PP&PL Kementerian Kesehatan RI tahun 2012 menyatakan 

persentase pasien terinfeksi HIV kelompok umur 25-49 adalah 72%.
65

 

Sebanyak 14 Isolat lingkungan yang didapatkan dari hasil kultur sampel kotoran 

burung merpati, debu rumah, lapukan kayu, dan tanah yang terdapat di lingkungan sekitar 

tempat tinggal pasien, yaitu pasien terinfeksi HIV/AIDS dengan kriptokokosis meningeal 

yang sama dengan subyek isolat klinik. Hasil penelitian terhadap isolat lingkungan 

didapatkan 35,71% isolat diperoleh dari kotoran burung merpati, 14,29% dari debu rumah, 

28,57% dari tanah, dan 21,43% dari lapukan kayu dengan wilayah paling banyak di Jakarta 

(50,00%). Penelitian Hedayati et al.,
69

 Abegg et al.,
70

 Nosanchuk et al.,
71

 dan Cafarchia et 

al.,
72

 melaporkan bahwa Cryptococcus neoformans juga terdapat pada kotoran berbagai 

spesies burung, seperti burung kenari, beo, kakatua, burung layang-layang dan berbagai 

burung dari ordo Columbiformis. Penelitian Leite-Jr et al.,
27

 berhasil mengidentifikasi tujuh 

spesies Cryptococcus dari debu pada perpustakaan umum. Swinne et al.,
73

 mengisolasi Cr. 
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neoformans pada debu dari dalam rumah pasien AIDS dengan kriptokokosis. Hipotesis 

Swinne et al.,
73

 yang menyatakan bahwa kayu dapat menjadi habitat alamiah Cr. neoformans 

seperti pada Cr. gattii berhasil dibuktikan oleh Lazera et al.,
25

 yang meneliti lubang kayu dari 

beberapa spesies pohon, diantaranya Moquilea tomentosa, Cassia grandis, Ficus sp. dan 

Mangifera indica.  

Penelitian ini berhasil mengidentifikasi isolat klinik Cryptococcus neoformans yang 

secara keseluruhan adalah C. neoformans varian grubii, serotipe A / VNI CBS 10085 dan 

CBS 10512) dan sebagian besar isolat berasal dari wilayah Jakarta. Sebagian besar infeksi 

kriptokokus pada pasien HIV/AIDS dari bagian lain dunia disebabkan oleh genotipe VNI 

(serotipe A). Hasil serupa juga telah diamati pada penelitian lain dengan isolat klinis dari 

seluruh dunia, misalnya Malaysia 42 (95,5%), Guatemala 15 (93,3%), Peru 13 (93,3%), 

China 115 (89,5%) dan India 51 (89,5 %). Di Brasil, 95,7%, 82,9% dan 82,9% isolat dari 

negara bagian São Paulo, Rio Grande do Sul dan Rio de Janeiro, masing-masing adalah 

genotipe VNI. Penelitian lain, yang termasuk isolat Cryptococcus dari beberapa wilayah di 

Brazil menunjukkan prevalensi 64% genotipe VNI, sedangkan di wilayah Selatan 

prevalensinya adalah 74,5%.  

Dalam beberapa tahun terakhir, wabah terbesar C. neoformans yang diketahui 

disebabkan oleh VGII terjadi di Vancouver, Kanada. Prevalensi genotipe VGII serupa di 

Kolombia (99,2%), di wilayah Utara dan Barat di Australia (71%), Northwestern Amerika 

Serikat (80%) dan Kanada (95%). Laporan penelitian sebelumnya dari Brasil Selatan 

menunjukkan prevalensi VGII 48% di antara 50 isolat klinis, namun sebagian besar 

ditemukan dari pasien yang telah bermigrasi dari Timur Laut dimana genotipe ini mewakili 

89% dari semua infeksi C. gattii. Gambaran serupa juga ditemukan di utara di sepanjang 

lembah Amazon. Namun pada penelitian ini, tidak satupun dari 7 isolat klinis teridentifikasi 

sebagai C. gattii, genotipe VGII.  

Seluruh isolat Cryptococcus neoformans dari lingkungan pada penelitian ini 

merupakan C. neoformans varian grubii, serotipe A. Isolat lingkungan terdeteksi dua tipe 

genotipe, yaitu VNI (CBS 10085) dan VNII (CBS 10084). Sumber isolat paling banyak 

adalah kotoran burung dan sebagian besar berada di wilayah Jakarta. Pada penelitian ini 

diidentifikasi dua genotipe utama dan VNI (C. neoformans var. grubii/serotipe A) adalah 

strain yang paling banyak teridentifikasi (85,71%) dari 21 isolat yang diperoleh dari 7 pasien 

HIV/AIDS dan 14 isolat lingkungan. Hasil penelitian ini didapatkan sebanyak tiga isolat 

(14,29%) merupakan genotipe VNII dan tidak satupun isolat yang diketahui disebabkan oleh 

genotipe VG.  
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Kesimpulan  

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan: 

1. Genotipe Cryptococcus neoformans dari isolat klinik adalah VNI. 

2. Genotipe Cryptococcus neoformans dari isolat lingkungan adalah VNI dan VNII. 

3. Terdapat korelasi antara isolat Cryptococcus neoformans yang berasal dari sampel 

klinis dengan sampel yang didapat dari lingkungan.  

 

6.2. Saran 

Penelitian ini masih banyak memiliki kekurangan, oleh karena itu untuk perbaikan penelitian 

selanjutnya disarankan:  

1. Membuat suatu program pencegahan kriptokokosis secara terpadu pada tempat 

pelayanan kesehatan. 

2. Meningkatkan kesadaran pasien terinfeksi HIV untuk rutin kontrol dan melakukan 

terapi antiviral agar kadar CD4 tetap > 200 sel/µl. 

3. Memberikan pengetahuan berupa penyuluhan kepada semua pasien terinfeksi HIV 

dengan dan tanpa kriptokokosis atau anggota keluarganya untuk lebih menjaga 

kebersihan, terutama menghilangkan sumber infeksi di lingkungan agar tidak 

terinfeksi Cryptococcus atau tidak terjadi kekambuhan.  

4. Penentuan sumber infeksi Cryptococcus dilakukan pada semua tempat beraktifitas 

pasien terinfeksi HIV dan AIDS (tempat bekerja, sekolah, tempat hang-out) 

sehingga diperoleh data yang lebih lengkap mengenai sumber infeksi 

Cryptococcus di lingkungan. 

5. Melakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui jenis interaksi biologis yang 

terjadi antara Cryptococcus  neoformans dengan mikobiom di lingkungan. 
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Abstrak  

 

Cryptococcus neoformans adalah jamur patogen yang menyebabkan kriptokokosis meningeal yang mengancam 

jiwa terutama pada individu imunokompromi, seperti parien terinfeksi HIV/AIDS. Berdasarkan karakteristik 

genetik dan sifat serologis polisakarida kapsuler, Cryptococcus neoformans mempunyai tiga varietas dan lima 

serotipe, yaitu: C. neoformans var. neoformans (serotipe D), C. neoformans var. grubii (serotipe A), serotipe 

hibrida AD, dan C. gattii (serotipe B dan C). Dari 21 isolat yang dikumpulkan, 7 isolat berasal dari sampel 

klinis dan 14 isolat dari sampel lingkungan. Dari isolat klinis, 100% berasal dari laki-laki dengan usia rata-rata 

29,71 tahun. Seluruh isolat klinis C. neoformans berasal dari pasien HIV-positif (100%) dan ditemukan dari 

cairan serebrospinal (100%). Isolat klinis dikumpulkan dari wilayah Jakarta dan sekitarnya dengan sebagian 

besar isolat berasal dari Jakarta (57,14%), Depok (28,57%), Bekasi (14,29%). Dari isolat lingkungan, 35,71% 

diperoleh dari kotoran burung merpati, 14,29% dari debu rumah, 28,57% dari tanah, dan 21,43% dari lapukan 

kayu. PCR fingerprinting menggunakan primer M13 membedakan 21 isolat klinis dan lingkungan atas dua 

kelompok (kelompok A dan B). Tujuh isolat klinis dan 12 isolat lingkungan adalah kelompok A, yang memiliki 

dua pita spesifik utama diantara 1250 dan 754 base pairs. Dua isolat lingkungan, satu dari kotoran burung 

merpati dan lainnya dari lapukan kayu adalah kelompok B, yang memiliki dua pita spesifik utama diantara 1180 

dan 554 base pairs. Korelasi genetik antara isolat klinis dan lingkungan konsisten dengan hipotesis yang 

menyatakan bahwa infeksi Cryptococcus pada manusia diperolah dari pajanan spora di alam.  

Kata kunci: Cryptococcus, isolat klinis, isolat lingkungan, PCR fingerprinting 

 

 



30 
 

PENDAHULUAN 

Cryptococcus neoformans dan 

Cryptococcus gattii, merupakan penyebab 

kriptokokosis, suatu mikosis sistemik pada 

manusia dan hewan.
(1-3) 

Cryptococcus 

neoformans mempunyai dua varietas dan 

tiga serotipe yang diakui, yakni: C. 

neoformans var. grubii (serotipe A), C. 

neoformans var. neoformans (serotipe D) 

dan serotipe AD hybrid. Cryptococcus 

gattii terdiri atas serotipe B dan C.
(2-4)

 

Inhalasi dari propagul menular dari 

lingkungan tampaknya menjadi sumber 

infeksi bagi hewan dan manusia.
(2) 

Cryptococcus neoformans var. grubii dan 

C. neoformans var. neoformans dapat 

diisolasi di seluruh dunia dari tanah yang 

mengandung kotoran merpati dan busukan 

kayu.
(5-9) 

Sebaliknya, C. gattii memiliki 

distribusi geografis yang terbatas pada 

daerah tropis dan subtropis.
(10-12)

 

Kriptokokosis dianggap penyebab 

penting morbiditas dan mortalitas, 

terutama pada pasien dengan gangguan 

sistem kekebalan tubuh, terutama 

mempengaruhi individu yang terinfeksi 

human immunodeficiency virus (HIV).
(2)

 

Kebanyakan infeksi pada individu 

imunokompromis disebabkan oleh C. 

neoformans var. grubii, sedangkan C. 

gattii terutama mempengaruhi individu 

imunokompeten.
(2,10,19)

 Di Jakarta, 

prevalensi kriptokokosis pada pasien 

terinfeksi HIV dan AIDS dengan 

gangguan sistem saraf pusat (SSP) berkisar 

antara 21,9% dan di Bandung terdapat 

30% pasien AIDS terbukti menderita 

meningitis Cryptococcus.
(20,21)

 

Teknik genotyping yang berbeda 

telah digunakan untuk mempelajari 

epidemiologi molekul kompleks spesies C. 

neoformans, yang memungkinkan untuk 

membedakan dengan isolat yang sulit 

dibedakan menggunakan teknik 

konvensional.
(2)

 Teknik tersebut meliputi 

karyotyping, random amplification of 

polymorphic DNA (RAPD), amplified 

fragment length polymorphism (AFLP), 

restriction fragment length polymorphism 

(RFLP) dan PCR fingerprinting.
(22-30)

 PCR 

fingerprinting telah digunakan secara luas 

untuk mengkelompokan lebih dari 1000 

isolat Cryptococcus yang diperoleh dari 

seluruh dunia ke dalam delapan jenis 

molekul utama: VNI dan VNII = C . 

neoformans var. grubii, serotipe A; VNIII 

= AD hibrida, serotipe AD; VNIV = C. 

neoformans var. neoformans, serotipe D; 

VGI, VGII, VGIII dan VGIV = C. gattii, 

serotipe B dan C.
(26-28,30) 

Delapan jenis 

molekul besar telah dikonfirmasi dengan 

analisis RFLP gen URA5 dan PLB1.
(29) 

 

Data epidemiologi molekuler yang 

berkaitan dengan Cryptococcus sp di 

Indonesia sangat terbatas dan tidak 

lengkap. Mengingat kecenderungan 

peningkatan prevalensi kriptokokosis 

meningeal di Indonesia, kami 

menggunakan metode PCR fingerprinting 

untuk menentukan genotipe dan menilai 

hubungan epidemiologi kriptokokus 

dengan sampel yang berasal dari klinis dan 

lingkungan. 

 

METODOLOGI PENELITIAN 
Subjek Penelitian 

Penelitian ini adalah penelitian deskriptif-

analitik menggunakan desain cross-sectional. 

Rumah pasien tempat pengambilan sampel 

ditetapkan menggunakan cara non randomized-

consecutive sampling. Penelitian dilakukan di 

Laboratorium Mikologi Departemen Parasitologi 

FKUI dan dilaksanakan pada bulan Januari 2016 

hingga Juni 2016.  

Sebanyak 7 isolat dipulihkan dari sampel 

cairan serebrospinal (LCS) dengan meningitis 

kriptokokus yang didiagnosis dari Januari 2009 

hingga Juni 2015 di RSCM dan RSKO, Jakarta, 

serta 14 isolat dari sampel lingkungan rumah 

pasien tersebut. Catatan medis pasien ini diperiksa 

untuk data klinis. 

 

Isolasi, identifikasi dan pemeliharaan isolat. 

Identifikasi isolat ragi yang dicurigai termasuk uji 

morfologi, biokimia dan fisiologis standar, seperti 

tinta India, produksi pigmen pada media Bird Seed 

Agar (BSA), tes asimilasi karbon (Integral system 

yeasts plus, Liofilchem
®
, Italia), dan termotolerans 

pada suhu 37°C. Masing-masing isolat 

Cryptococcus di subkultur pada medium BSA dan 

satu koloni dipilih untuk analisis molekuler. Isolat 

diawetkan di medium gliserol pada suhu -20 ° C 

dan diliofilisasi dengan Susu Skim (DIFCO, 

Laboratories, Detroit, MI, AS). 
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Ekstraksi DNA 

Prosedur ekstraksi DNA dilakukan menggunakan 

modifikasi metode dari Meyer, et al,
28

 isolat 

Cryptococcus neoformans ditanam pada 

Saboureaud's dextrose agar pada suhu 37°C selama 

72 – 96  jam, satu loop penuh sel dari kultur 

dicampur dengan air deionisasi steril dan 

disentrifugasi. Supernatan dibuang, dan tabung 

berisi pelet sel ragi dibekukan dalam nitrogen cair. 

Pelet itu digiling dengan alu mini. Larutan lisis sel 

(100 mg triisopropilnkapthalene sulfonic acid, 600 

mg asam para-aminosalicylic, air deionisasi 10 mL 

steril, buffer ekstraksi 2,5 mL (1 M Tris-HCl, 1,25 

M NaCl, 0,25 M EDTA, pH 8.0) dan 7,5 mL fenol 

Jenuh dengan Tris-EDTA dipanaskan sampai 55 ° 

C, dan 700 μL campuran ini ditambahkan ke sel-sel 

tanah beku. Tabung diinkubasi selama 2 menit pada 

55 ° C, dikocok sesekali, dan kemudian 

ditambahkan 500 μL kloroform, lalu campuran 

diinkubasi selama 2 menit pada suhu 55 ° C dan 

dikocok sesekali, tabung disentrifugasi selama 10 

menit pada 14.000 rpm, dan fasa berair 

dipindahkan ke tabung baru, kemudian 

ditambahkan 500 μL fenol-kloroform-isoamil 

alkohol (25: 24: 1), dikocok selama 2 menit pada 

suhu kamar, dan disentrifugasi seperti di atas. Fasa 

berair dipindahkan ke tabung baru, ditambahkan 

500 μL kloroform, dikocok, dan disentrifugasi 

seperti di atas. DNA genomik, fasa berair 

dipindahkan lagi ke tabung baru, dan 0,03 volume 

3,0 M natrium ac Eter (pH 5,2) dan ditambahkan 

2,5 volume etanol 96% dingin, dan campuran 

dikocok dengan lembut dan diinkubasi pada suhu -

20 ° C paling sedikit 1 jam atau semalaman. 

Larutannya disentrifugasi selama 30 menit pada 

14.000 rpm untuk pelet DNA. Pelet DNA dicuci 

dengan etanol 70% dan disentrifugasi selama 10 

menit pada 14.000 rpm dan dikeringkan dengan 

udara. DNA disuspensikan kembali dalam air 

deionisasi 200 μL steril pada suhu 4°C semalaman 

dan disimpan pada suhu -20°C. 

 

PCR fingerprinting 

Sekuens inti spesifik minisatelit dari wild-type 

phage M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3 ') 

digunakan sebagai primer tunggal dalam cetakan 

PCR-fingerprinting dengan modifikasi metode 

Meyer et al,
28

 Reaksi amplifikasi kation dilakukan 

dalam volume 50 μL yang mengandung 100 ng 

DNA, buffer PCR 1 × (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 

50 mM KCl), masing-masing 0,2 mM dATP, 

dCTP, dGTP dan DTTP, 2.0 mM MgCl2, 60 ng 

primer (Invitrogen, Brasil) dan 2,5 U DNA 

polimerase Taq (Invitrogen, Brasil). PCR terdiri 

dari denaturasi awal pada suhu 94 ° C selama 10 

menit, diikuti oleh 36 kation amplifikasi: 1 menit 

denaturasi pada 94 ° C, 1 menit anil pada suhu 50 ° 

C, 1 menit perpanjangan pada 72 ° C. Langkah 

ekstensi terakhir diterapkan pada suhu 72 ° C 

selama 10 menit. Produk penguat amplifikasi 

dipisahkan dengan elektroforesis dalam gel agarosa 

1,5% pada buffer 1 × Tris-Acetate EDTA (TAE) 

pada suhu 90 V selama 4,5 jam dan diwarnai 

dengan etidium bromida pada 0,5 μg / mL selama 

30 menit dan divisualisasikan di bawah sinar UV. 

Jenis molekuler (VNI-VNIV dan VGI-VGIV) 

dibandingkan dengan strain referensi dari delapan 

jenis molekul utama. Strain referensi digunakan 

sebagai kontrol internal untuk mengkonfirmasi 

reproduktifitas. Profil sidik jari PCR dianalisis 

berdasarkan adanya atau tidak adanya pita yang 

jelas dan pasti dalam elektroforesis. 

 

Strain Referensi  

Strain standar dan strain referensi diperoleh dari 

koleksi kultur Cryptococcus neoformans CBS-

KNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, 

Netherlands, yaitu; CBS 10085 (serotipe A/VNI), 

CBS 10084 (serotipe A/VNII), WM 628 (serotipe 

AD/VNIII), CBS 10079 (serotipe D/VNIV), CBS 

10078 (serotipe B/VGI), CBS 10082 (serotipe 

B/VGII), CBS 10081 (serotipe B/VGIII), CBS 

10101 (serotipe C/VGIV). 

 

Kaji Etik 

Protokol penelitian ini telah mendapat  persetujuan 

dari Komite Etik Penelitian Kesehatan 

FKUI/RSCM dan Komite Etik Fakultas 

Kedokteran Universitas Trisakti. 

 

Analisis Statistik 

Analisa statistik dilakukan dengan deskriptif untuk 

memperoleh nilai frekuensi, mean,  standar deviasi.  

Hasil pengukuran disajikan dalam tabel 2x2. Uji 

hipotesa dilakukan dengan menggunakan Fisher’s 

Exact Test.  Hubungan antar variabel dilakukan 

dengan uji sensitivitas dan spesifisitas.  Analisis 

dilakukan dengan tingkat kemaknaan 95% (α = 

0,05), perbedaan dianggap bermakna apabila nilai p 

= 0,05. 
 

HASIL PENELITIAN 

Identifikasi spesies Cryptococcus 

neoformans dilakukan secara makroskopis 

dengan mengidentifikasi pertumbuhan 

koloni berwarna coklat kehitaman yang 

tumbuh pada medium Niger Seed Agar 

(NSA), dan pemeriksaan mikroskopis 

menggunakan pewarnaan tinta india, serta 

tes asimilasi menggunakan kit Integral 

System Yeasts Plus (Ref. 71822) dari 

Liofilchem
®
, Italia. Penyegaran isolat 

klinis dan isolat lingkungan pada medium 

Sabouraud Dextrose Agar dilakukan 

dengan cara menambahkan cairan NaCl 

dengan konsentrasi 0,5% (SDA-NaCl 
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0,5%) yang bertujuan untuk memudahkan 

penghancuran dinding sel ragi 

Cryptococcus neoformans. Selanjutnya, 

koloni Cryptococcus neoformans yang 

tumbuh setelah diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 72 – 96 jam akan dilakukan 

ekstraksi DNA. Pada saat itu, jumlah 

koloni yang tumbuh telah mencapai berat 

yang diperlukan untuk ekstraksi DNA, 

yaitu 100 µg.  

 

Isolat Klinis 

Sebanyak 7 pasien dengan meningitis 

kriptokokal didiagnosis kurang lebih 

selama sepuluh tahun terakhir di rumah 

sakit. Seluruh pasien (100%) meningitis 

kriptokokal adalah laki-laki dan 

merupakan pasien HIV/AIDS, dengan usia 

rata-rata 34,14 (30 – 40 tahun) tahun. 

 
Tabel 4.1 Distribusi Sosiodemografi Isolat Cryptococcus 
neoformans dari Sampel Klinis   

Keterangan Jumlah 

(n) 

Persentase 

(%) 

Sampel  klinis 7  

    Jenis kelamin 

- Laki-laki 
- Perempuan  

 

7  

0  

 

100 

0,00 

    Usia  

- < 20 tahun 
- 20 – 30 tahun 

- > 30 tahun 

 

0 

4  

3  

 

0,00 

57,14 

42,86 

    Sumber  

- Cairan 
serebrospinal 

- Darah  

 

7  

0  

 

100 

0,00 

    Status HIV/AIDS 

- Positif 

- Negatif 

 

7  

0  

 

100 

0,00 

    Wilayah  

- Jakarta 

- Depok 
- Bekasi  

 

4  

2  

1  

 

57,14 

28,57 

14,29 

 

Seluruh isolat klinis C. neoformans 

berasal dari pasien HIV-positif (100%) dan 

ditemukan dari cairan serebrospinal 

(100%). Isolat klinis dikumpulkan dari 

wilayah Jakarta dan sekitarnya dengan 

sebagian besar isolat berasal dari Jakarta 

(57,14%), Depok (28,57%), Bekasi 

(14,29%). 

 

Isolat Lingkungan  
Sebanyak 14 Isolat lingkungan yang 

didapatkan dari hasil kultur sampel 

kotoran burung imerpati, debu rumah, 

lapukan kayu, dan tanah yang terdapat di 

lingkungan sekitar tempat tinggal pasien, 

yaitu pasien terinfeksi HIV/AIDS dengan 

kriptokokosis meningeal yang sama 

dengan subyek isolat klinik. Isolat-isolat 

tersebut tersimpan dalam koleksi kultur 

dan disegarkan pada medium SDA baru 

pada suhu kamar. 

 
Tabel 4.2 Distribusi Sosiodemografi Isolat Cryptococcus 

neoformans dari Sampel Lingkungan 

Keterangan Jumlah 

(n) 

Persentase 

(%) 

Sampel  lingkungan 14  

    Sumber  

- Kotoran burung 
merpati 

- Lapukan kayu 

- Tanah 
- Debu rumah 

 

5  

3  

4  

2  

 

35,71 

21,43 

28,57 

14,29 

    Wilayah  

- Jakarta 

- Depok 
- Bekasi 

 

7  

4  

3  

 

50,00 

28,57 

21,43 

    Musim  

- Kemarau 

- Hujan 

 

11 

3 

 

78,57 

21,43 

 

Berdasarkan tabel 4.2 tampak isolat 

lingkungan, 35,71% diperoleh dari kotoran 

burung merpati, 14,29% dari debu rumah, 

28,57% dari tanah, dan 21,43% dari 

lapukan kayu dengan wilayah paling 

banyak di Jakarta (50,00%). Sebagian 

besar isolat Cryptococcus neoformans dari 

lingkungan yang memberikan hasil positif 

diambil pada musim kemarau sebanyak 

78,57% dan musim hujan 21,43%.   

 

Karakterisasi Molekuler 

Sebagian besar pasien (57,14%) 

didiagnosis di Rumah Sakit Cipto 

Mangunkusumo dan  pasien yang tersisa 

(42,86%) didiagnosis di Rumah Sakit 

Ketergantungan Obat. Seluruh pasien 
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memiliki faktor predisposisi yang dapat 

dikenali untuk kriptokokosis, yaitu seperti 

HIV/AIDS. 

Berdasarkan Tabel 4.3 didapatkan 

seluruh isolat klinik Cryptococcus 

neoformans adalah C. neoformans varian 

grubii, serotipe A / VNI (CBS 10085 dan 

CBS 10512) dan sebagian besar isolat 

berasal dari wilayah Jakarta. 

 

 

 
Tabel 4.3. Gambaran Strain Isolat Klinis Cryptococcus 

neoformans 

Kode Wilayah Serotipe Tipe  

Strain 

Rb Depok Serotipe A VNI 
CBS 10085 

Sp Jakarta  
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

Ck Jakarta 
Serotipe A 

VNI CBS 10512 

AJ Depok 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

Ay Bekasi 
Serotipe A 

VNI 
CBS 10512 

GH 
Jakarta Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

Tf 
Jakarta Serotipe A 

VNI 
CBS 10085 

 

Tampak pada tabel 4.4 bahwa 

seluruh isolat Cryptococcus neoformans 

dari lingkungan merupakan C. neoformans 

varian grubii, serotipe A. Isolat lingkungan 

terdeteksi dua tipe genotip, yaitu VNI 

(CBS 10085 dan CBS 10512) dan VNII 

(CBS 10084). Sumber isolat paling banyak 

adalah kotoran burung dan sebagian besar 

berada di wilayah Jakarta. 

 
Tabel 4.4. Gambaran Strain Isolat Lingkungan Cryptococcus 
neoformans 

Kode Sumber Wilayah Serotipe Tipe  
Strain 

Rb-02 Tanah depok Serotipe 

A 

VNI 

CBS 

10085 

Rb-03 Kayu depok 

Serotipe 

A VNI 
CBS 

10512 

Rb-04 Burung depok 

Serotipe 

A VNI 
CBS 

10512 

Sp-03 Burung Jkt 

Serotipe 

A VNI 

CBS 

10085 

Sp-02 Kayu Jkt 

Serotipe 

A VNI 

CBS 

10512 

Ck-01 Tanah Jkt 

Serotipe 

A VNII 

CBS 

10084 

Ck-03 Burung Jkt 

Serotipe 

A VNI 

CBS 

10085 

AJ-04 Debu depok Serotipe 

A 

VNI 

CBS 

10085 

Ay-01 Tanah bekasi 

Serotipe 

A VNI 
CBS 

10512 

Ay-02 Kayu bekasi 

Serotipe 

A VNI 
CBS 
10512 

Ay-03 Burung bekasi 

Serotipe 

A VNI 

CBS 

10085 

GH-04 Debu Jkt 

Serotipe 

A VNII 

CBS 

10084 

Tf-01 Tanah Jkt 

Serotipe 

A VNI 

CBS 

10085 

Tf-03 Burung Jkt 

Serotipe 

A VNI 

CBS 

10085 

 

Sekuens inti spesifik minisatelit 

dari wild-type phage M13 (5'-

GAGGGTGGCGGTTCT-3 ') digunakan 

sebagai primer tunggal dalam cetakan 

PCR-fingerprinting dengan modifikasi 

metode Meyer et al, Reaksi amplifikasi 

kation dilakukan dalam volume 50 μL 

yang mengandung 100 ng DNA, buffer 

PCR 1 × (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 

mM KCl), masing-masing 0,2 mM dATP, 

dCTP, dGTP dan DTTP, 2.0 mM MgCl2, 

60 ng primer (Invitrogen, Brasil) dan 2,5 U 

DNA polimerase Taq (Invitrogen, Brasil). 

PCR terdiri dari denaturasi awal pada suhu 

94 ° C selama 10 menit, diikuti oleh 36 

kation amplifikasi: 1 menit denaturasi pada 

94 ° C, 1 menit anil pada suhu 50 ° C, 1 

menit perpanjangan pada 72 ° C. 

                                    

 
Gambar 4.2. Gel elektroforesis ekstraksi DNA Cryptococcus 

neoformans dari sampel klinis. Baris pertama: 1. Ladder; 2. 

6
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7
1 

8
1 

554 bp 

554 bp 

1
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2
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1 
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1 
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Sampel RB; 3. Sampel SP; 4. Sampel CK; 5. Sampel AJ. Baris 

kedua: 6. Sampel AY; 7. Sampel GH; 8. Sampel TF. 

                        

 
Gambar 4.3. Gel elektroforesis ekstraksi DNA Cryptococcus 

neoformans dari sampel lingkungan. 

 

Langkah ekstensi terakhir diterapkan pada 

suhu 72 ° C selama 10 menit. Produk 

penguat amplifikasi dipisahkan dengan 

elektroforesis dalam gel agarosa 1,5% 

pada buffer 1 × Tris-Acetate EDTA (TAE) 

pada suhu 90 V selama 4,5 jam dan 

diwarnai dengan etidium bromida pada 0,5 

μg / mL selama 30 menit dan 

divisualisasikan di bawah sinar UV. Jenis 

molekuler (VNI-VNIV dan VGI-VGIV) 

dibandingkan dengan strain referensi dari 

delapan jenis molekul utama. Strain 

referensi digunakan sebagai kontrol 

internal untuk mengkonfirmasi 

reproduktifitas. Profil sidik jari PCR 

dianalisis berdasarkan adanya atau tidak 

adanya pita yang jelas dan pasti dalam 

elektroforesis. 

 

   
Gambar 4.4. Analisis PCR fingerprinting Cryptococcus 

neoformans dari isolat klinis. M: 1Kb DNA marker, Baris 1: 
CBS 10085 (VNI), Baris 2: CBS 10512 (VNI), Baris 3: WM 

628 (VNIII), Baris 4: CBS 10079 (VNIV), Baris 5:  CBS 

100512 (VNI), Baris 6: CBS 10084 (VNII), Baris 7: WM 628 
(VNIII). 

    

    

Gambar 4.5. Analisis PCR fingerprinting Cryptococcus 

neoformans dari isolat lingkungan. M: 1Kb DNA marker, Baris 
1: CBS 10085 (VNI), Baris 2: CBS 10512 (VNI), Baris 3: WM 

628 (VNIII), Baris 4: CBS 10079 (VNIV), Baris 5:  CBS 

100512 (VNI), Baris 6: CBS 10084 (VNII), Baris 7: WM 628 
(VNIII), Baris 8: CBS 10085 (VNI), Baris 9: CBS 10512 (VNI), 

Baris 10: WM 628 (VNIII), Baris 11: CBS 10079 (VNIV), Baris 

12:  CBS 100512 (VNI), Baris 13: CBS 10084 (VNII), Baris 14:  
WM 628 (VNIII). 

 

 

DISKUSI 

Meningitis kriptokokus dianggap 

sebagai kondisi yang menentukan 

HIV/AIDS sejak tahun-tahun pertama era 

HIV/AIDS dan merupakan infeksi jamur 

SSP yang paling umum dan kejadian 

neurologis ketiga yang paling sering 

terjadi pada pasien HIV/AIDS. Hasil 

penelitian didapatkan seluruh pasien 

(100%) meningitis kriptokokal adalah laki-

laki dan merupakan pasien HIV/AIDS, 

dengan usia rata-rata 34,14 (30 – 40 tahun) 

tahun. Seluruh isolat klinis C. neoformans 

berasal dari pasien HIV-positif (100%) dan 

ditemukan dari cairan serebrospinal 

(100%). Laporan Ditjen PP&PL 

Kementerian Kesehatan RI tahun 2012, 

persentase infeksi HIV pada laki-laki di 

Indonesia adalah 58%.
65

 Kaocharoen et 

al.,
53

 melaporkan bahwa 68,9% pasien 

terinfeksi HIV dengan kriptokokosis di 

Thailand adalah laki-laki. Sanglard et al.,
66

 

melaporkan bahwa hormon estrogen 

menghambat pertumbuhan jamur 

Cryptococcus. Penelitian McClelland et 

al.,
67

 melaporkan bahwa proses fagositosis 

Cryptococcus oleh makrofag pada pasien 

kriptokokosis perempuan lebih efisien 

dibandingkan laki-laki. Selain itu, 

ditemukan fungal burden yang lebih tinggi 

di otak hewan coba jantan daripada betina. 

Hal tersebut menunjukkan bahwa secara 

fisiologis Cryptococcus lebih mudah 

menginfeksi laki-laki dan lebih mudah 

melewati sawar darah otak hewan coba 

jantan dari pada betina.
67

 Kaocharoen et 

al.,
53

 melaporkan bahwa pasien terinfeksi 

HIV dengan kriptokokosis di Thailand 

memiliki rerata usia 37,97 tahun. Hal 

tersebut sesuai dengan epidemiologi pasien 

terinfeksi HIV yang sebagian besar usia 

produktif.
68

 Di Indonesia, laporan Ditjen 

M 1 2 3 4 5 6 7 

1 M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

755 
bp 

754 
bp 

554 bp 

554 bp 
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PP&PL Kementerian Kesehatan RI tahun 

2012 menyatakan persentase pasien 

terinfeksi HIV kelompok umur 25-49 

adalah 72%.
65

 

Sebanyak 14 Isolat lingkungan 

yang didapatkan dari hasil kultur sampel 

kotoran burung merpati, debu rumah, 

lapukan kayu, dan tanah yang terdapat di 

lingkungan sekitar tempat tinggal pasien, 

yaitu pasien terinfeksi HIV/AIDS dengan 

kriptokokosis meningeal yang sama 

dengan subyek isolat klinik. Hasil 

penelitian terhadap isolat lingkungan 

didapatkan 35,71% isolat diperoleh dari 

kotoran burung merpati, 14,29% dari debu 

rumah, 28,57% dari tanah, dan 21,43% 

dari lapukan kayu dengan wilayah paling 

banyak di Jakarta (50,00%). Penelitian 

Hedayati et al.,
69

 Abegg et al.,
70

 

Nosanchuk et al.,
71

 dan Cafarchia et al.,
72

 

melaporkan bahwa Cryptococcus 

neoformans juga terdapat pada kotoran 

berbagai spesies burung, seperti burung 

kenari, beo, kakatua, burung layang-layang 

dan berbagai burung dari ordo 

Columbiformis. Penelitian Leite-Jr et al.,
27

 

berhasil mengidentifikasi tujuh spesies 

Cryptococcus dari debu pada perpustakaan 

umum. Swinne et al.,
73

 mengisolasi Cr. 

neoformans pada debu dari dalam rumah 

pasien AIDS dengan kriptokokosis. 

Hipotesis Swinne et al.,
73

 yang 

menyatakan bahwa kayu dapat menjadi 

habitat alamiah Cr. neoformans seperti 

pada Cr. gattii berhasil dibuktikan oleh 

Lazera et al.,
25

 yang meneliti lubang kayu 

dari beberapa spesies pohon, diantaranya 

Moquilea tomentosa, Cassia grandis, 

Ficus sp. dan Mangifera indica.  

Penelitian ini berhasil 

mengidentifikasi isolat klinik 

Cryptococcus neoformans yang secara 

keseluruhan adalah C. neoformans varian 

grubii, serotipe A / VNI CBS 10085 dan 

CBS 10512) dan sebagian besar isolat 

berasal dari wilayah Jakarta. Sebagian 

besar infeksi kriptokokus pada pasien 

HIV/AIDS dari bagian lain dunia 

disebabkan oleh genotipe VNI (serotipe 

A). Hasil serupa juga telah diamati pada 

penelitian lain dengan isolat klinis dari 

seluruh dunia, misalnya Malaysia 42 

(95,5%), Guatemala 15 (93,3%), Peru 13 

(93,3%), China 115 (89,5%) dan India 51 

(89,5 %). Di Brasil, 95,7%, 82,9% dan 

82,9% isolat dari negara bagian São Paulo, 

Rio Grande do Sul dan Rio de Janeiro, 

masing-masing adalah genotipe VNI. 

Penelitian lain, yang termasuk isolat 

Cryptococcus dari beberapa wilayah di 

Brazil menunjukkan prevalensi 64% 

genotipe VNI, sedangkan di wilayah 

Selatan prevalensinya adalah 74,5%.  

Dalam beberapa tahun terakhir, 

wabah terbesar C. neoformans yang 

diketahui disebabkan oleh VGII terjadi di 

Vancouver, Kanada. Prevalensi genotipe 

VGII serupa di Kolombia (99,2%), di 

wilayah Utara dan Barat di Australia 

(71%), Northwestern Amerika Serikat 

(80%) dan Kanada (95%). Laporan 

penelitian sebelumnya dari Brasil Selatan 

menunjukkan prevalensi VGII 48% di 

antara 50 isolat klinis, namun sebagian 

besar ditemukan dari pasien yang telah 

bermigrasi dari Timur Laut dimana 

genotipe ini mewakili 89% dari semua 

infeksi C. gattii. Gambaran serupa juga 

ditemukan di utara di sepanjang lembah 

Amazon. Namun pada penelitian ini, tidak 

satupun dari 7 isolat klinis teridentifikasi 

sebagai C. gattii, genotipe VGII.  

Seluruh isolat Cryptococcus 

neoformans dari lingkungan pada 

penelitian ini merupakan C. neoformans 

varian grubii, serotipe A. Isolat lingkungan 

terdeteksi dua tipe genotipe, yaitu VNI 

(CBS 10085) dan VNII (CBS 10084). 

Sumber isolat paling banyak adalah 

kotoran burung dan sebagian besar berada 

di wilayah Jakarta. Pada penelitian ini 

diidentifikasi dua genotipe utama dan VNI 

(C. neoformans var. grubii/serotipe A) 

adalah strain yang paling banyak 

teridentifikasi (85,71%) dari 21 isolat yang 

diperoleh dari 7 pasien HIV/AIDS dan 14 

isolat lingkungan. Hasil penelitian ini 

didapatkan sebanyak tiga isolat (14,29%) 

merupakan genotipe VNII dan tidak 
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satupun isolat yang diketahui disebabkan 

oleh genotipe VG.  

 

KESIMPULAN  

Profil molekuler yang didapat pada 

penelitian ini menunjukkan adanya 

korelasi antara isolat Cryptococcus 

neoformans yang berasal dari klinis dan 

lingkungan. Hal tersebut dibuktikan dari 

hasil PCR fingerprinting didapatkan 

genotipe Cryptococcus neoformans dari 

isolat klinik dan lingkungan adalah VNI. 
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