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Visualization of invasive fungi in blood or other body tissues
histopathologically or by examination of cultures is still the main method
for fungal infection diagnosis. However, it is very difficult to find and
detect the specimen and need several days of confirmation. Improvement
has been done and approved by the Food and Drug Administration, but the
method is rarely used in Indonesia and the cost is hardly affordable.
Modification of the method using enzymatic reaction is hoped to provide
simple and affordable measurement. B-D-glucans as heterogenous
molecules that constitute the major carbohydrates fractions of cell wall and
readily detected in supernatans of Candida albicans cultures are hydrolyzed
by P glucanase to form D-glucose. This additional glucose is measured
using a glucose analyzer, e.g. GlucoDt®. The study used pretest and
posttest control design. C. albicans were identified and cultured from a
patient of Dr. Moewardi General Hospital, Surakarta in July, 2010. Results
show that p-D-glucans from C. albicans is measureable to the amount of 10
pg/1 mL serum using this modification principle. The examination fee is
estimated at 1: 300 cheaper. The glucanase can be used to parse p-D-glucan
as a component of the wall fungus C. albicans to glucose in amounts
enough to have the potential to examine p-D-glucan present in patient
serum of candidiasis albicans.
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Visualisasi fungus yang menginvasi organ maupun cairan tubuh secara
histopatologi atau penumbuhan fungus pada media kultur masih
merupakan metode rujukan utama diagnosis infeksi fungus, tetapi
memperoleh spesimen tsb sulit dan identifikasinya memerlukan waktu
lama. Usaha perbaikan metode tersebut telah dilakukan dengan cara
mendeteksi p-D-glucan yang terdapat pada dinding fungus, sebagai
antigen. Metode ini berhasil dan telah diakui oleh FDA, tetapi biayanya
tinggi. Oleh karena itu dilakukan modifikasi metode dari reaksi antigen-
antibodi menjadi metode enzimatik yang lebih murah. Metode modifikasi
ini mengurai p-D-glucan (homopolimer glukosa), yang merupakan
komponen dinding hifa fungus dan sel ragi menjadi glukosa
menggunakan enzim glucanase. Penambahan jumlah glukosa dapat
dideteksi dengan glucose analyzer misalnya GlucoDr®. Penelitian
dilaksanakan secara in vitro dengan pretest-posttest control design. Sampel
berupa koloni Candida albicans yang berasal dari penderita kandidiasis di
RSUD Dr. Moewardi Surakarta. Koloni C. albicans diperiksa kadar
glukosanya sebelum dan sesudah diberi enzim glucanase dan didapatkan
peningkatan kadar glukosa sebesar 15 * 2 mg/dL. Biaya pemeriksaan ini
diperkirakan 1: 300 lebih murah. Glucanase dapat dipergunakan untuk
mengurai p-D-glucan sebagai komponen dinding fungus C. albicans
menjadi glukosa dalam jumlah yang cukup banyak sehingga mempunyai
potensi untuk memeriksa -D-glucan yang terdapat dalam serum penderita
kandidiasis albicans.
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PENDAHULUAN

Candida albicans merupakan fungus patogen
yang memiliki sifat dimorfisme secara bergantian
tidak beraturan sehingga menimbulkan masalah
identifikasi. Bentuk kapang dapat melakukan
penetrasi ke dalam sel permukaan tububh,
jaringan maupun darah sehingga dianggap
sebagai bentuk yang lebih patogen karena dapat
menyebabkan infeksi, terutama pada pasien
HIV/AIDS (Naglik et al. 2008; Karkowska-Kuleta
et al. 2009; Cuenca-Estrella et al. 2011). Kematian
akibat Candida albicans pada kasus-kasus infeksi
sistemik bisa mencapai 60% dan disertai sepsis
(Big dan Vazquez 2009), sehingga deteksi awal
kandidiasis amat penting.

Diagnosis tersangka infeksi fungus invasif
(IFI) melibatkan 3 faktor yaitu faktor hospes,
gejala dan tanda klinis yang konsisten serta bukti
mikologis. Bukti mikologis yang diperlukan
adalah  pemeriksaan  langsung  (sitologi,
mikroskopis dan kultur) dan pemeriksaan tidak
langsung yaitu ditemukan antigen atau
komponen dinding sel (Pickering et al. 2005;
Odabasi et al. 2004; Budhavari 2009). Deteksi
asam nukleat belum dapat dijadikan bukti
karena belum tervalidasi dan terstandarisasi
(Pauw et al. 2008).
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Deteksi p-D-glucan sebagai komponen
dominan dinding sel Candida albicans secara tidak
langsung yaitu melalui reaksi antigen-antibodi
telah berhasil dengan baik, telah dibuat kif-nya
dan diakui oleh Food and Drug Administration
(Persat et al. 2008; Pauw et al. 2008, Posteraro et
al. 2011). Sayangnya perangkat ini amat jarang
dipergunakan di Indonesia dan mahal, sehingga
penelitian ini bertujuan menemukan metode
deteksi B-D-glucan yang lebih sederhana dan
murah.

Modifikasi yang dilakukan adalah mengubah
prinsip pemeriksaan p-D-glucandari deteksi
antigen komponen dinding sel dengan ELISA
(Ostrosky-Zeichner et al. 2005; Persat et al. 2008;
Posteraro et al. 2011) menjadi pemeriksaan
enzimatik. Modifikasi ini mendeteksi p-D-glucan
yang memiliki bentuk ikatan 1->3, 1>4 dan 1->6
(Gambar 1) yang diurai oleh f-glucanase menjadi
D-glucose (Megazyme 2011a; Megazyme 2011b;
Megazyme 2011c).

Mengingat banyaknya kasus sepsis pada
infeksi sistemik fungus (Posteraro et al. 2011),
maka prinsip modifikasi ini dicobakan pada
bakteri Lactobacillus casei yang juga mengandung
peptidoglikan pada dinding selnya (Brooks et al.
2005).
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Gambar 1. Struktur molekul f-D-glucan.
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BAHAN DAN CARA KERJA

Spesimen sputum dari pasien laki-laki
dewasa di RSUD Dr. Moewardi dengan identitas
dan riwayat penyakit yang tercatat, dibawa ke
Laboratorium Parasitologi dan Mikologi Fakultas
Kedokteran Universitas Sebelas Maret Surakarta
secara aseptik. Di laboratorium, dilakukan
identifikasi Candida albicans secara mikroskopi
langsung ~ maupun  pengecatan  Giemsa
dilanjutkan dengan pembiakan pada medium
Candida selektif dan pemeriksaan Germ Tube test.
Setelah dipastikan terdapat C. albicans dalam
sampel tsb. maka dilakukan pembiakan pada
medium Saboraud Agar Dextrose (SDA), diisolasi
koloni yang morfologinya sama, diidentifikasi
sekali lagi kemudian dikolonisasi lagi. Kolonisasi
diulang-ulang sampai diperoleh jumlah yang
cukup.

Diambil 100 mg kultur, masing-masing
disuspensi dalam tabung Eppendorf yang telah
diisi 50 pL akuabides, 50 uL. NaCl 0,9% dan 50 pL
serum darah. Duapuluh lima pL dari masing-
masing suspensi diperiksa kadar glukosanya
dengan glucose analyzer GlucoDr® (Gambar 2)
dan hasilnya merupakan nilai pretest. Selanjutnya
ke dalam masing-masing Eppendorf dimasukkan
10 mg P-glucanase (Sigma-Aldrich Cat. No.
(G4423), diinkubasikan pada 37°C dan disuspensi.
Masing-masing suspensi ini diperiksa lagi kadar
glukosanya menggunakan GlucoDr® yang sama.
hasilnya merupakan nilai post-test Kadar {-D-
glucan diperhitungkan sebagai selisih kadar
glukosa post-test dengan pretest. Pengulangan
dilakukan sebanyak 5 kali.

Metode yang sama dilakukan juga terhadap
suspensi L. casei Shirota strain dalam NaCl 0,9%.

Gambar 2. Alat pendeteksi kadar glukosa GlucoDr®.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Nilai pre-test dan post-test hasil proses
enzimatik tampak pada Tabel 1.

Tabel 1. Nilai pre-test dan post-test glukosa dalam suspensi Candida albicans dan L. casei menggunakan GlucoDr®

dengan 5 kali pengulangan.

Suspensi akuabides Suspensi NaCl Suspensi serum pretest Suspensi L. casei pretest
pretest postest selisih 0,9%pretest postest postest selisih (mg postest selisih (mg

(mg glukosa/dL) selisih (mg glukosa/dL) glukosa/dL) glukosa/dL)

36 52 16 33 47 14 82 97 15 120 159 39

35 51 16 34 49 15 83 99 16 122 162 40

35 50 15 35 51 16 81 97 16 119 158 39

36 50 14 37 54 17 84 101 17 123 162 39

35 50 15 34 49 15 84 98 14 124 162 38

Tabel 2. Rerata selisih kadar glukosa pretest dan postest (mg/dL).

Suspensi akuabides Suspensi NaCl 0,9% Suspensi serum Suspensi Lactobacillus
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) casei (mg/dL)
15+1 152 152 39+1




Hasil reaksi enzimatik yang mengurai [-D-
glucan dari C. albicans menggunakan glucanase
telah dapat dideteksi oleh sebuah alat glucose
analyzer (GlucoDr®) sebagai glukosa. Modifikasi
prinsip pemeriksaan ini dari reaksi antigen
antibodi menjadi reaksi enzimatik mempunyai
beberapa hal yang perlu dibahas. Pertama adalah
hasil pemeriksaan memberikan nilai rerata 15 + 2
mg/dL. Jika 1 molekul B-D-glucan terurai
menjadi 15 molekul glukosa (Megazyme 2011a)
maka metode ini berhasil mendeteksi sekitar 1
mg p-D-glucan/dL serum atau 0,01 mg p-D-
glucan/mL serum. Nilai ini kurang sensitif
dibandingkan pemeriksaan berdasarkan reaksi
antigen antibodi yang telah berhasil mendeteksi
sampai 1 pg/mL. Dengan demikian metode
modifikasi ini masih memerlukan perbaikan
sensitifitas. Kedua adalah masalah spesifitas.
Glucanase yang dipergunakan tidak bersifat
spesifik mengurai p-D-glucan tetapi juga
mengurai mannan, arabinose maupun cellulose
yang merupakan komponen dinding fungus.
Ketidakspesifisikan ini bisa menguntungkan
karena meningkatkan sensitifitas deteksi dan
memperluas jangkauan deteksi yaitu dapat
mendeteksi C. albicans dan fungus lain, sehingga
merupakan metode panfungal detection.

Hal berikutnya adalah prosedur, peralatan
dan biaya operasional. Metode modifikasi ini
mempunyai prosedur yang amat sederhana yaitu
suspensi sampel dalam akuabides, atau larutan
NaCl 0,9% ataupun serum kemudian diteteskan
25 pL pada gluco analyzer stick dan dalam 10 detik
diperoleh hasilnya. Biaya operasional sekitar Rp.
15.000,-/ pemeriksaan. Sebaliknya, prosedur
memerlukan sekitar 2 jam, peralatan yang amat
mahal (menggunakan ELISA dan ELISA Reader)
dengan biaya operasional sekitar Rp 3.000.000,-/
pemeriksaan.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian dan pembahasan di atas
maka dapat disimpulkan bahwa : (i) Glucanase
(Sigma-Aldrich Cat. No. G4423) dapat mengurai
B-D-glucan C. albicans yang berasal dari
penderita kandidiasis dan menghasilkan glukosa
yang tampak dari kenaikan kadar glukosa yang
dideteksi  menggunakan  glucose  analyzer
(GlucoDr®) sebesar 15 + 2 mg/dL serum (0,01
mg p-D-glucan/mL). (ii) Peningkatan kadar
glukosa hasil penguraian oleh glucanase (Sigma-
Aldrich Cat. No. G4423) cukup tinggi sehingga
mendukung asumsi bahwa glucanase juga
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menguraikan mannan, arabinose maupun
cellulose yang merupakan komponen dinding sel
fungus. (iii) Biaya pokok dan operasional metode

berdasarkan reaksi enzimatik ini lebih rendah
dibandingkan metode berdasarkan reaksi antigen
antibodi.
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