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Abstrak

Cryptococcus spp. merupakan khamir berkapsul tebal yang tersebar di seluruh dunia dan bertanggung jawab
sebagai etiologi kriptokokosis pada manusia dengan predileksi utama di SSP. Jamur Basidiomycota ini menjadi
patogen oportunistik pada manusia adalah C. neoformans dan C. gattii. Cryptococcus neoformans lebih banyak
menginfeksi individu imunokompromi, sedangkan C. gattii menginfeksi individu imunokompeten. Habitat utama
Cryptococcus spp. di lingkungan terutama pada kotoran burung merpati dan lapukan kayu di lubang pohon. Infeksi
pada manusia terjadi melalui inhalasi basidiospora atau sel khamir kering yang tersebar di lingkungan. Penentuan
spesies Cryptococcus dari lingkungan dapat dilakukan melalui pemeriksaan laboratorium secara konvensional dan
molekular.

Kata kunci: Cryptococcus spp., lingkungan

Cryptococcus neoformans: Ecology, Virulence Factors, Pathogenesis and Identification

Abstract

Cryptococcus spp. is an encapsulated yeasts of world wild distribution and responsible as the etiology of
cryptococcosis in humans which CNS is a primary predilection. Basidiomycota which is opportunistic pathogens
in humans are C. neoformans and C. gattii. Cryptococcus neoformans commonly infects immunocompromised
individual, whereas C. gattii usually infects immunocompetent persons. Natural habitat of Cryptococcus spp. in
the environment, especially is pigeon droppings and decayed wood in the tree hollow. Humans infection occurs
through inhalation of basidiospores or deccicated yeasts fram the environment. Cryptococcus spp. identificatian
from the environment can be done through conventional and molecular laboratory tests.
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Pendahuluan

Genus Cryptococcus terdiri atas ~
37 spesies dan termasuk ke dalam filum
Basidiomycota yang pada manusia untuk
pertama kali ditemukan pada tahun 1890-
an oleh Busse dan Buschke. Keduannya
berhasil mengidentifikasi bentuk seperti
jamur pada pemeriksaan lesi tibia dan
mengisolasi jamur dari lesi tersebut, yang
awalnya disebut sebagai Saccharomyces.'
Isolasi pertama Cryptococcus dari lingkungan
dilaporkan pada tahun 1894 oleh Sanfelice
yang mengisolasinya dari buah persik dan
dinamakan Saccharomyces neoformans. Pada
tahun 1901 Vuillemin mengganti nama jamur
itu menjadi Cryptococcus hominis untuk
membedakannya dari bentuk Saccharomyces
spp.2

Dua spesies yang sangat penting sebagai
patogen manusia adalah Cryptococcus
neoformans dan  Cryptococcus — gatii.*
Cryptococcus neoformans spesies kompleks
pada awalnya diklasifikasikan berdasarkan
variasi  struktur  kapsul  polisakarida
ekstraselular yang dapat dibedakan
menggunakan uji aglutinasi berdasarkan
reaksi antigen-antibodi. Pada 1950-an dan
1960-an, C. neoformans diklasifikasikan
menjadi empat serotipe, yakni serotipe A
sampai D.>® Pada tahun 1975, Kwon-Chung’
menemukan bentuk seksual C. neoformans
yang dinamakan Filobasidiella neoformans
sebagai hasil perkawinan dua galur serotipe
D.? Hasil perkawinan antara dua galur lain
(serotipe B dan C) memproduksi teleomorf
berbeda yang dinamakan Filobasidiella
bacillispora.Bentuk aseksual F. bacillispora
dinamakan Cryptococcus bacillispora, yang
diduga sebagai variasi dari C. neoformans.’

Cryptococcus  gattii  awalnya  di-
klasifikasikan sebagai varian C. neoformans,
dengan nama C. neoformans var. gattii
atau var. bacillispora."® Pada tahun 2002,
C. neoformans var. gattii diusulkan
sebagai spesies yang berdiri sendiri
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yakni Cryptococcus gatti."" Klasifikasi
Cryptococcus  spesies  kompleks  kini
menjadi C. neoformans (serotipe A, D,
dan hibrid AD) dan C. gattii (serotipe B
dan C). Kelima serotipe tersebut memiliki
perbedaan karakteristik ekologi, molekular,
morfologi; epidemiologi, patogenisitas, dan
distribusi geografik.'” Akhirnya pada tahun
2003 seluruh genom Cryptococcus dapat
ditentukan.

Ekologi dan Epidemiologi Cryptococcus

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."
Jamur dapat ditemukan pada lubang pohon
Syzygium jambolana, Cassia grandis, Senna
multijuga dan Ficus microcarpa.'* 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.'>'® Habitat
alamiah C. nmeoformans  merangsang
perkembangbiakan jamur secara ekstensif,
baik dalam bentuk khamir atau spora,
terutama bila terlindung dari pajanan
sinar matahari."’Kondisi lingkungan yang
lembab juga mendukung perkawinan C.
neoformans var. grubii dan C. neoformans
var. neoformans.'® Kotoran beberapa burung
lainnya (misal: burung beo, burung kenari)
dapat mendukung pertumbuhan khamir."

Distribusi C. gatii lebih terbatas di
daerah tropis dan subtropis, serta terdapat
hubungan  ekologi  spesifik  dengan
Eucalyptus camaldulensis dan Eucalyptus
tereticornis.®® 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.?' Selain itu, jamur
dapat diisolasi dari udara, air tawar, air
laut, serta tanah.”? Cryptococcus gattii juga
dapat diisolasi dari sampel kotoran atau
kloaka burung dan bentuk aseksual hanya
ditemukan pada kotoran burung.'®

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 pajanan sinar matahari.
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 CO, 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.'”*

Faktor virulensi

Cryptococcus  neoformans  adalah
organisme dimorfik, bersifat saprofit di

dalam tubuh manusia namun dapat menjadi
patogen bila suasana menguntungkan.**
Berdasarkan variasi kapsul, diameternya
bervariasi dari 2 pm sampai 80 pm.!
Basidiospora yang dihasilkan fase seksual
berukuran lebih kecil yaitu 1,8 um sampai
3,0 um dan dapat membentuk sel khamir
pada suhu 37°C atau hifa dikariotik
pada suhu 24°C. Secara mikroskopis C.
neoformans di dalam jaringan atau cairan
spinal berbentuk bulat sampai oval dengan
diameter 3 um-10 pm, sering bertunas dan
dikelilingi oleh kapsul yang tebal %
Penyebab kriptokokosis diklasifikasikan
kedalam dua spesies, C. neoformans, yang
mempunyai dua varietas: C. neoformans
var. grubii (serotipe A) dan C. neoformans
var. neoformans (serotipe D), serta hibrida
(AD), dan C. gattii (serotipe B dan C).2*%’
Pembagian kelima serotipe Cryptococcus
spp. tersebut didasarkan pada reaksi
imunologi antara antibodi dengan komponen
kapsularutama, yakni glucuronoxylomannan
(GXM). Identifikasi konvensional hanya
dapat membedakan antara C. gatii
dengan C. neoformans var. grubii dan C.
neoformans var. neoformans. Perbedaan
tersebut berdasarkan kemampuan C. gattii
yang memiliki resistensi alamiah terhadap
L-canavanine, sehingga mampu hidup dan
menggunakan glisin sebagai sumber karbon
satu-satunya sedangkan C. neoformans var.
grubii/neoformans tidak mampu karena
sensitif terhadap L-canavanine.'>*%%

Gambar 1. Pewarnaan tinta india: sel khamir Cryptococcus neoformans dengan kapsul.
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Banyak faktor yang berperan pada
virulensi C. neoformans antara lain ukuran
spora, kapsul polisakarida, sifat termotoleran,
mating type dan produksi melanin. Sifat lain
yang berkontribusi terhadap patogenesis
adalah produksi mannitol, mampu terlarut
dalam cairan ekstraselular, phenotypic
switching, toleransi terhadap pH rendah dan
kadar garam tinggi. Kapsul polisakarida
merupakan faktor virulensi utama dan
berperan dalam kemampuan untuk bertahan
dalam tubuh pejamu maupun lingkunagan.
Hal itu merupakan kunci utama virulensi,
yang mungkin terkait dengan interaksi antara
Cryptococcus, lingkungan dan organisme
lainnya (misal: amoeba, nematoda, serangga,
tanaman dan jamur lain).*

a. Ukuran spora

Ukuran spora yang diproduksi oleh
bentuk seksual lebih mudah terhirup ke
dalam saluran napas karena ukuranya
yang kecil yakni sekitar 1,8 pm -3,0 pum,
sehingga lebih efisien memasuki saluran
bronkus dan ruang alveolar. Selain itu,
dibandingkan sel khamir, spora tidak
memerlukan opsonisasi untuk fagositosis
oleh makrofag.’®*' Khamir dalam
makrofag dapat mati kerena proses
pembunuhan oleh makrofag atau tetap
hidup dan justru berkembang biak.

b. Kapsul Polisakarida

Kapsul Cryptococcus di alam sangat
tipis.* Setelah invasi paru, Cryptococcus
mengalami rehidrasi dan membentuk
kapsul tebal yang kaya karbohidrat, yang
tersusundari 90%-95% polisakarida GXM,
9% GalXM, dan 1% mannoprotein.?®*
Kapsul polisakarida berperan sebagai
barier kimia dan fisik terhadap pengenalan
jamur oleh makrofag, menghindari
perlekatan makrofag dan mengganggu
fungsi makrofag setelah fagositosis.”
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Sebanyak 20% dari populasi sel C.
neoformans memiliki kemampuan untuk
menjadi sel titan dengan diameter yang
bervariasi dari 50 — 100 pm, yang terlalu
besar untuk difagositosis.**

Kapsul juga menyebabkan supresi
respons imun pejamu melalui berbagai
mekanisme. Supresi sistim imun di-
lakukan dengan cara mengganggu
proses fagositosis, menghambat migrasi
sel inflamasi (neutrofil, sel dendritik,
makrofag) dari sirkulasi ke tempat
inflamasi sehingga memudahkan invasi
jamur dan berkembangnya infeksi.
Kapsul juga berperan dalam deplesi
komplemen,  menurunkan  respons
antibodi, disregulasi sekresi sitokin oleh
monosit dan makrofag.***® Di alam,
kapsul diduga dapat melindungi sel jamur
dari penghancuran oleh amuba dan
melindungi jamur terhadap kondisi stres,
seperti dehidrasi.?

. Melanin

Melanin pada dinding sel membuat
jamur mampu beradaptasi terhadap
perubahan lingkungan misalnya terhadap
radiasi ultraviolet dan temperatur yang
ekstrim.?®3¢ Melanin berperan sebagai
antioksidan yang melindungi jamur
dari pengaruh reactive oxygen species
(ROS) dan reactive nitrogen species
(RNS) dalam tubuh manusia.* Melanin
juga berperan dalam integritas dinding
sel, yang penting dalam proteksi
terhadap agen antijamur yang bekerja
pada permukaan sel dan menggagalkan
fagositosis. Cryptococcus mempunyai
jalur sederhana untuk melanogenesis.
Cryptococcus membutuhkan substrat
difenolik dari lingkungan sekitar karena
jamur kekurangan enzim tyrosinase.’
Fenoloksidase atau /accase adalah enzim
yang mengandung tembaga dan berperan
padakonversi difenolik menjadi melanin.*®



d. Faktor lain

Kemampuan tumbuh pada suhu
fisiologis (37°C) dalam atmosfer dengan
kosentrasi CO, sekitar 5% dan pH > 7,0
akan berkontribusi terhadap kelangsungan
hidup jamur dalam tubuh pejamu. Pada suhu
37°C, jamur mampu bertahan dari imunitas
pejamu.?® Infeksi SSP yang disebabkan C.
neoformans berkaitan dengan produksi
hexitol D-mannitol dalam jumlah besar.*
Manitol mampu melindungi jamur dari
kerusakan oksidatif oleh PMN atau
cell-free oxidants dan membantu jamur
untuk bertahan dari stress lingkungan,
seperti panas dan stress osmotik. Manitol
meningkatkan osmolaritas cairan LCS,
sehingga menyebabkan edema otak dan
meningoensefalitis.**4!

Peningkatan  faktor  transkripsi
STE12a, hanya terdapat pada alpha
mating type, menyebabkan sintesis
diphenol oxidase yang berperan pada
pembentukan melanin.** Cryptococcus
memproduksi dan mensekresi enzim
hidrolitik (misal: protease, fosfolipase)
yang mampu merusak jaringan untuk
mendapatkannutrisi. Enzimphospholipase
B (PLB), lysophospho lipase (LPL), dan
lysophospholipase-transacylase (LPTA)
menyebabkan destabilisasi dan destruksi
membran dan surfaktan paru, lisis sel
dan pelepasan lipid second messenger.
Fosfolipase juga meningkatkan perlekatan
adesi sel C. neoformans pada epitel
paru.*# Hal lain yang membantu proses
infeksi adalah phenotypic switching, yaitu
perubahan komposisi dan ukuran kapsul.*®

Patogenesis

Pada sampel klinik, Cryptococcus
sebagian besar ditemukan dalam bentuk
sel khamir bertunas, sedangkan di
lingkungan dapat terlihat sebagai filamen
saat mating dan monokaryotic fruiting.
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Selama reproduksi seksual, sel khamir
haploid dari dua mating type berbeda, a
dan a, akan berfusi dan menghasilkan
filamen dikariotik. Perkembangan basidium
terjadi setelah migrasi inti dari induk ke
sel hifa utama. Inti mengalami fusi dan
meiosis dilanjutkan dengan mitosis dan
produksi basidiospora haploid dengan cara
membentuk tunas. Cryptococcus juga dapat
mengatasi keterbatasan nutrisi dengan cara
monokaryotic fruiting. Hifa monokariotik
diploid dihasilkan dari endoduplikasi
dan fusi inti sel khamir dengan sel yang
mempunyai mating type yang sama. Meiosis
terjadi  selama perkembangan basidium
dan tak lama kemudian memproduksi
basidiospora. Basidiospora matang tersebar
ke lingkungan dan bertunas menghasilkan
sel khamir haploid.***’ Sel tersebut dianggap
sebagai salah satu bentuk infektif.

Infeksi  Cryptococcus spp. hampir
selalu diperoleh dari lingkungan, terutama
melalui inhalasi. Jamur akan bereplikasi
di paru-paru setelah inhalasi basidiospora
atau sel khamir kering, yang infektif
dan cukup kecil untuk masuk ke dalam
alveoli paru. Jamur kemudian berinteraksi
dengan makrofag alveolar, sel yang
bertanggungjawab melindungi pejamu dari
patogen potensial dengan fagositosis dan
menghancurkan benda asing. Interaksi awal
antara basidiospora dan sistem imun bawaan
dalam hal ini makrofag alveolar penting
karena menentukan perkembangan penyakit
selanjutnya.

Cryptococcus neoformans dan C.
gattii mengembangkan mekanisme untuk
“mengelabui” makrofag, sehingga makrofag
tetap utuh dan jamur dapat keluar (ekspulsi)
atau dorman dalam makrofag. Infeksi
laten atau dorman dilaporkan terjadi pada
manusia dan hewan, yaitu sejumlah kecil
sel khamir yang viable difagositosis oleh
makrofag yang berada pada granuloma di
paru atau kelenjar getah bening, selanjutnya
dapat menjadi fokus infeksi pada pejamu



imunokompromi. Bentuk dorman tersebut
dapat mengalami reaktivasi dan menyebar
melalui darah ke organ lain, terutama SSP.#%-°

Infeksi kriptokokus di SSP didahului
dengan adesi jamur pada human brain
microvascular endothelial cells (HBMEC),
diikuti transcellular crossing pada sawar
darah otak tanpa mengganggu integritas
membran. Produksi urease oleh sel C.
neoformans  memfasilitasi  perlekatan
mikrokapiler dan gangguan sel endotel,
menyebabkan sel C. neoformans dapat me-
lintasi sawar darah otak melalui mekanisme
paraselular. Sel C. neoformans juga dapat
menginvasi SSP melalui infeksi sel imun
yang dapat membawa sel jamur melalui
sawar darah otak, disebut mekanisme trojan
horse. Fagositosis sel C. neoformans setelah

masuk ke dalam jaringan otak menyebabkan
sel jamur mampu menghindari fagosit,
melanjutkan invasi dan terjadi kerusakan
jaringan akibat pengasaman lingkungan dan
aktivasi fosfolipase ekstraseluler.’!-2

Cryptococcus memiliki  kemampuan
untuk menghindari makrofag dengan
menginduksi lisis makrofag dan melalui
proses non litik yang dikenal sebagai
vomocytosis, yaitu proses ekspulsi jamur
dari makrofag tanpa menyebabkan lisis
sel inang.”® Di otak kelangsungan hidup
jamur meningkat, diduga selain akibat
kemampuannya memodulasi  aktivitas
makrofag juga karena neurotransmiter dapat
digunakan sebagai prekursor untuk sintesis
melanin, yang merupakan salah satu faktor
virulensi penting.

Basidium

Fusi int

Nl e > Iy
Meiosis \fporulan

Gambar 2. Skema Siklus Hidup Cryptococcus. Keterbatasan nutrisi menyebabkan mating dan monokaryotic
fruiting. Saat reproduksi seksual, pasangan mating yang berbeda akan berfusi membentuk filamen dikariotik.
Setelah membentuk basidium akan terjadi fusi inti dan meiosis/mitosis selanjutnya memproduksi basidiospora
secara bertunas. Pada monokaryotic fruiting, sel khamir dari salah satu mating type membentuk hifa monokariotik
diploid, yang akan berkembang menjadi basidium dan bersporulasi setelah proses meiosis/mitosis selesai.

(dimodifikasi dari Voelz')
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Gambar 3. Skema patogenesis infeksi Cryptococcus. (dimodifikasi dari Voelz')

Selain otak yang merupakan organ
predileksi utama, kadang-kadang,
Cryptococcus dapat menginfeksi organ
lain termasuk kulit. Kelainan kulit dapat
merupakan proses diseminasi dari infeksi
sistemik, namun juga dapat terjadi akibat
inokulasi jamur melalui luka di kulit, dan
menyebabkan infeksi lokal.*®

Identifikasi Cryptococcus spp.

Identifikasi adalah  proses mem-
bandingkan organisme yang belum diketahui
identitasnya dengan organisme yang
telah diketahui identitasnya. Identifikasi
Cryptococcus dapat dilakukan secara
konvensional dan molekular.

a. ldentifikasi konvensional

Identifikasi secara konvensional
dilakukan berdasarkan karakter
fenotipik. Karakter fenotipik terdiri atas
karakter morfologi (makroskopik dan
mikroskopik), fase reproduksi seksual
dan aseksual, dan karakter fisiologi
biokimia. Morfologi makroskopik yang
diamati antara lain warna koloni, profil
koloni, tekstur koloni, tepi dan permukaan
koloni (dikutip dari Maulana®). Pada
medium agar Sabouraud yang diinkubasi
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pada suhu kamar, koloni Cryptococcus
yang terbentuk berwarna kekuningan,
mengkilat, dan mukoid. Pada agar
niger seed yang diperam dalam suhu
kamar, Cryptococcus membentuk koloni
khamir yang berwarna coklat kehitaman,
mengkilat, dan mukoid.>

Karakter morfologi mikroskopik
yang diamati adalah ukuran dan bentuk
sel. Di laboratorium, pemeriksaan secara
mikroskopik dilakukan menggunakan
pewarnaan lacto phenol cotton blue
(LPCB) untuk identifikasi morfologi
semua jenis koloni (filamen, ragi, dan
koloni seperti ragi). Sementara itu,
pewarnaan tinta india digunakan untuk
identifikasi Cryptococcus dengan melihat
bentuk kapsul yang terlihat jelas pada
latar belakang tinta yang berwarna gelap.
Jamur akan terlihat sebagai sel ragi yang
dikelilingi kapsul, yang tampak sebagai
zona terang yang mengelilingi sel
khamir. Sel khamir mungkin berbentuk
bulat atau oval. Sel khamir Cryptococcus
dapat tunggal tanpa tunas atau bertunas
tunggal, namun jarang multipel.>¢>’

Karakter fisiologi /  biokimia
Cryptococcus dibedakan berdasarkan
kemampuan fermentasi gula tertentu,
asimilasi karbon dan nitrogen, dan
pertumbuhan pada suhu 37°C (dikutip



dari Maulana>*). 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.®® Kemampuan Cryptococcus
tumbuh pada suhu 37°C merupakan
karakter fisiologi yang penting pada
proses infeksi dalam tubuh manusia.?®

Identifikasi  fenotipik =~ memiliki
beberapa kekurangan dan seringkali tidak
dapat digunakan untuk membedakan
spesies dan membutuhkan waktu lebih
lama karena tergantung pada pertumbuhan
jamur.

kedua spesies Cryptococcus pada tingkat
subspesies menyediakan informasi yang
relevan untuk memahami bagaimana
jamur ini menyebar di seluruh dunia,
sifat struktur populasi, dan bagaimana
jamur berkembang menjadi patogen.
Berdasarkan senotipe saat ini, terdapat
sembilan jenis jenis galur yakni: VNI,
VNII, VNB, VNIII, dan VNIV untuk C.
neoformans, dan VGI, VGII, VGIII, dan
VGIV untuk C. gattii.®

Klasifikasi terbaru Cryptococcus
berdasarkan genetic typing menggunakan
PCR fingerprinting, RFLP, RAPD,
AFLP, MLST, MLMT dan analisis
MALDI-TOF.* Dari semua metode
tersebut hanya tiga metode yang telah

terbukti memberikan hasil yang dapat
dibandingkan: ~ PCR  fingerprinting,
AFLP, dan MLST. PCR fingerprinting
didasarkan pada amplifikasi sekuens
DNA yang diapit oleh pengulangan

b. Identifikasi molekular

Identifikasi molekular dilakukan
berdasarkan karakter genotipik. Genotipe

Spesies Serotipe Tipe Galur
Molekuler rujukan
Serotipe A
var. grubii VNI/AFLP1 WM148;
4E VNII/AFLP1B H99
VNB/AFLP1A WM626
AD
C. neoformans Hibrida
VNIII/AFLP3 wMé28
Kompleks .
spesies Serotipe D var.
Cryptococcus neoformans WM629;
VNIV/AFLP2 CBS882
VGI/AFLP4A/4B
; WM179;
Serotipe B ’
i |: VGII/AFLP7 CBS883 WM178
|: VGIII/AFLP5A/5B/5 WM161:
i Serotipe C ’
C. gattii erotipe C VGIV/AFLP6 CBS955 WM779

Gambar 4. 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." ¢!
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DNA sederhana yang digunakan sebagai
primer tunggal pada PCR. Amplifikasi
menghasilkan profil pita yang mampu
membedakan  jauh  pada  tingkat
subspesies. Primer yang digunakan dalam
PCR fingerprinting termasuk sekuens inti
spesifik minisatelit M13 wild-type dan
primer spesifik microsatelit GACA,.”

Prinsip dasar teknik AFLP adalah
digesti/pemotongan sampel DNA oleh
enzim endonuklease yang dikombinasikan
dengan amplifikasi menggunakan adaptor
yang menghasilkan spesifisitas di situs
restriksi. Tahap PCR selanjutnya mampu
memilih profil khusus tergantung pada
jumlah nukleotida yang ditambahkan
ke primer. Fragmen berlabel fluoresen
dipisahkan oleh sequencer kapiler otomatis
dan divisualisasikan sebagai profil pita.*
Selanjutnya, MLST adalah teknik identifikasi
berdasarkan analisis sekuens dari serangkaian
lokus yang polimorfik. Kombinasi dari jenis
alel yang berbeda dari lokus yang dipilih
menentukan genotipe.®

Genotipe nomenklatur antara tiga
metode utama (PCR fingerprinting, AFLP,
dan MLST) dibandingkan dan distandarisasi
seperti yang terlihat pada gambar 4.

Penutup

Cryptococcus spp. sebagai penyebab
kriptokokosis adalah khamir berkapsul
yang tersebar luas di dunia. Habitat utama
Cryptococcus adalah lingkungan baik di
tanah yang mengandung busukan material
tanaman, kotoran burung merpati ataupun
pepohonan. Di alam dapat terjadi sehingga
dihasilkan bentuk seksual. Kriptokokosis pada
manusia terjadi melalui inhalasi basidiospora
atau sel khamir kering yang tersebar di
lingkungan. Identifikasi spesies Cryptococcus
spp. dapat dilakukan melalui pemeriksaan
laboratorium secara konvensional dan
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molekular. Identifikasi konvensional di-
lakukan berdasarkan karakter fenotipik,
dan fisiologi jamur. Identifikasi molekuler
dilakukan berdasarkan karakter genotipik.
Tiga metode utama genetic typing yaitu PCR
fingerprinting, AFLP, dan MLST. Saat ini,
Cryptococcus spp terdapat sembilan jenis
molekul utama: VNI, VNII, VNB, VNIII,
dan VNIV untuk isolat C. neoformans, dan
VGI, VGII, VGIII, dan VGIV untuk isolat
C. gattii.
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