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Malaria falciparum adalah malaria yang memiliki gen
kurang lebih 100 gen dengan bermacam-macam alel yang
menempati lokus kromosom pada Plasmodium falciparum
dapat menyebabkan malaria berat dan ringan. Manifestasi
klinis malaria falciparum ada dua macam yakni asymptomatik
dan symptomatik yang berbahaya bagi manusia terutama
bagi anak-anak usia kurang 10 tahun, ibu hamil dan bagi
manusia usia lanjut (Manula) yang rentang terhadap malaria
bahkan dapat menyebabkan kematian.

Buku Alel Dimorfil gen Eba-175 Plasmodium falciparum
dapat dipakai oleh masyarakat umum dan tenaga praktisi
kesehatan atau ilmuwan yang berkecimpung dalam bidang
malaria dan bidang biologi molekuler dan biokimia. Isi dari
buku ini adalah pendahuluan, masalah dan solusi pemecahan
masalah, Plasmodium falciparum penyebab penyakit malaria
falciparum. Gen erythrocyte binding Antigen-175 Plasmodium
falciparum, hubungan alel dimorfik gen eba-175 P.falciparum
dengan manifestasi klinik asymptomatik dan symptomatik
dan Dampak obat anti malaria sulfadoksin-pirymethamine
terhadap alel dimorfik gen eba-175 Isolasi DNA Plasmodium
falciparum dengan PCR, Elektroforsis, RLFT dan Sequensing.
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Pengantar -
- Penulis

Puji dan syukur kami panjatkan kehadirat Tuhan Yang Maha
Esa, atas Rahmat, Kasih Karunia dan Anugerah-Nya sehingga kami
dapat menyelesaikan buku monograf ini dengan judul “Alel Dimorfik
Eba-175 Plasmodium Falciparum dan Kaitannya dengan Manifestasi
Klinis Malaria di Papua”

Hasil temuan ini berdasarkan pengambilan sampel pasien malaria
falciparum asymptomatik dan symptomatik di Kabupaten Jayapura
Provinsi Papua. Kemudian melalui serangkaian pemeriksaan, diawali
dengan pemeriksaan isolasi DNA Plasmodium falciparum, PCR dan
elektro-foresis gel agarosa 1% yang dilakukan di Departemen Biokimia
dan Biologi Molekuler FKUI Jakarta. Selain itu juga dilakukan peme-
riksaan optimasi, cross check produk PCR, RFLP, dan Sekuensing
untuk mengetahui, komposisi dimorfisme dan frekuensi alel dimorfik
gen eba-175 P. falciparum dilakukan di Lembaga Biologi Molekuler
Eijkman Jakarta.

Penulis mengupayakan semua hal penting dalam buku ini dibahas
secara sederhana, jelas dan mudah dimengerti. Buku ini ditulis
untuk menambah pengetahuan bagi praktisi kesehatan secara umum
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dan yang berkecimpung dalam ilmu Malaria pada umumnya dan
khusus di bidang biokimia dan biologi molekuler.

Proses hingga sampai pada temuan dan penyusunan buku
monograf ini tidak sedikit masalah yang dihadapi, namun berkat,
bimbingan, arahan, dukungan, koreksi dari berbagai pihak yang
sangat berharga maka buku monograf ini dapat diselesaikan. Oleh
karena itu saya menyampaikan terima kasih yang tak terhingga serta
penghargaan yang setinggi-tingginya kepada semua pihak yang telah
membantu kami.

Kami bersyukur akhirnya buku ini dapat diterbitkan, semoga
membaga manfaat. Akhirnya, tiada gading yang tak retak, begitupun
dengan karya ini. Segala saran dan kritik guna perbaikan buku “Alel
Dimorfik Eba-175 Plasmodium Falciparu dan Kaitannya dengan
Manifestasi Klinis Malaria di Papua” diharapkan bagi edisi berikutnya.

Jayapura, Juli 2022

Penulis



Pengantar -
- Penerbit

Malaria merupakan jenis penyakit berbahaya yang menjadi salah
satu penyebab kematian tertinggi di dunia, termasuk di Indonesia.
Penyakit ini dapat menyebabkan anemia berat, gagal ginjal, hingga
kematian. Hal tersebut karena infeksi yang ditimbulkan penyakit
malaria cukup kompleks pada tubuh pengidapnya. Oleh karenanya,
penyakit malaria patut diwaspadai.

Penyakit malaria disebabkan oleh gigitan nyamuk Anopheles
betina sebagai perantara. Nyamuk Anopheles menyukai lingkungan
dengan udara kotor. Jenis nyamuk Anopheles banyak ditemui di
wilayah Indonesia bagian timur, khususnya Provinsi Papua, Papua
Barat, dan Provinsi Nusa Tenggara Timur. Ketiga daerah tersebut
tergolong dalam endemi malaria. Fakta ini tentu menjadi ancaman
besar dan perlu mendapat perhatian serius untuk pencegahannya.

Berdasarkan data Kementerian Kesehatan pada tahun 2021,
kasus malaria di Indonesia mencapai 304.607 kasus. Daerah dengan
kasus tertinggi didominasi daerah Indonesia bagian timur. Kasus di
Provinsi Papua mencapai 275.243 atau 90,36 persen dari total kasus.
Kemudian disusul berurutan Provinsi Nusa Tenggara Timur dan
Provinsi Papua Barat. Angka itu mengalami kenaikan dibanding
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tahun sebelumnya yakni 254.055 kasus. Menunjukkan bahwa upaya
pencegahan malaria di Indonesia masih setengah hati. Kondisi ini
tentunya harus menjadi refleksi demi aksi lebih baik ke depan.

Prof. Dr. Yohanna Sorontou, M.Kes. salah satu akademisi sekaligus
praktisi kesehatan yang selama ini fokus mendalami penyakit malaria.
Melalui berbagai penelitian yang dihasilkan telah menambah wacana
tentang penyakit malaria. Salah satu penelitiannya kemudian dijadikan
buku monograf berjudul “Alel Dimorfik £ba-175 Plasmodium
Falciparum dan Kaitannya dengan Manifestasi Klinis Malaria di Papua”.

Kami senang atas terbitnya buku Prof. Yohanna, selamat dan
semoga karya ini berdampak luas dalam upaya mengatasi penyakit
malaria khususnya di Provinsi Papua. Buku ini akan sangat ber-
manfaat dirujuk oleh akademisi dan praktisi kesehatan. Pun disaran-
kan dibaca oleh pemerintah dan masyarakat untuk menambah
wawasan tentang penyakit malaria sehingga upaya penanggulangan
dan pencegahan penyakit malaria menjadi perjuangan bersama.
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Malaria Falciparum adalah penyakit yang disebabkan oleh parasit
Plasmodiun Falciparum yang ditularkan melalui gigitan nyamuk
Anophelesbetina.

Manifestasi Klinik adalah gejala klinis malaria yang terbagi menjadi
dua macam yaitu asymptomatik dan symtomatik.

Malaria Asymptomatik adalah malaria tanpa gejala namun
mengandung parasit Plasmodiun Falciparum di dalam darah
manusia.

Malaria Symtomatik adalah malaria dengan gejala yang mengandung
parasit Plasmodiun Falciparum di dalam darah manusia.

Gen Eba-1757 P. Falciparum adalah gen yang terdapat di dalam
Plasmodiun Falciparum dan gen ini menyandi alel C dan Alel
F ketika nyamuk Anopheles menggigit manusia yang dalam
darahnya mengandung kedua alel tersebut dan dapat
menularkan kepada manusia lain.

Alel C dan F adalah alel ayang menyatukan malaria berat (malaria
asymtomatik dan symtomatik) pada anak-anak dan orang
dewasa yang dipengaruhi iklim dan lingkungan yang berbeda.
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Alel C dan Alel Camp adalah alel yang biasanya menyebabkan
malaria berat pada anak-anak dan orang dewasa.

Alel F adalah alel FVR3 lebih banyak ditemukan pada malaria
asymtomatik atau malaria tanpa gejala. Alel F dapat ditemukan
pada semua golongan umur.

Polimerase Chain Reaction (PCR) adalah alat dan metode yang
digunakan untuk isolasi DNA dari Plasmodiun Falciparum.

Elektoforesis adalah alat dan metode yang digunakan untuk
mendeteksi alel demorfik Gen Eba-1757 P. Falciparum

RFLP adalah enzim restriksi dan metode yang digunakan untuk
memotong DNA yang dituju atau DNA yang dicari.

Sequensing adalah alat dan metode untuk mendeteksi letak primer
yang digunakan dan primer dari template sebagai komplementer.

Sitoadheren adalah kemampuan eritrosit yang terinfeksi parasit
yang melekat pada sel-sel endotel penjamu.
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01-

- Pendahuluan

A. Rasional

Malaria sampai saat ini masih merupakan salah satu masalah
kesehatan utama di dunia. Dilaporkan 3,2 miliar dari penduduk
dunia memiliki daerah-daerah yang berisiko penularan malaria
berasal dari 107 negara. Selain itu diperkirakan sekitar 300-500 juta
kasus klinis malaria diseluruh dunia dengan angka kematian lebih
dari 1 juta orang per tahun (WHO, 2005).

Di Indonesia, diperkirakan sekitar 46,2% dari 210,6 juta total
penduduk tinggal di daerah endemik malaria dan 56,3 juta penduduk
tinggal di daerah yang berisiko sedang sampai tinggi. Lebih dari 3
juta kasus klinis malaria dilaporkan per tahun, terutama pada daerah-
daerah yang dikategorikan sebagai daerah miskin. Berkisar 30.000
kasus kematian akibat malaria yang dilaporkan oleh unit pelayanan
kesehatan, antara lain pusat kesehatan masyarakat (Puskesmas) dan
rumabh sakit (Departemen Kesehatan R.I, 2002).

Pasien malaria di Indonesia, baik yang telah dikonfirmasi
melalui pemeriksaan mikroskopis maupun diagnosis klinis, umumnya
diobati dengan pengobatan standar klorokuin (25 mg base/kg berat



badan, dibagi dalam 3 dosis selama periode 72 jam). Pengobatan ini
diikuti dengan pemberian primakuin 15 mg setiap hari selama 2
minggu untuk infeksi Plasmodium vivax atau dosis tunggal primakuin
45 mg untuk Plasmodium falciparum. Pada kasus kegagalan obat,
suatu formulasi standar sulfadoksin-pirimetamin akan diberikan
sesuai petunjuk dari Departemen Kesehatan. Pada umumnya dokter
dan tenaga kesehatan profesional lain, memberikan pengobatan
malaria tanpa disertai monitoring dan follow up karena adanya
keterbatasan tenaga terlatih dan fasilitas diagnostik. Kebiasaan ini
tentunya sangat memicu timbulnya resistensi dan oleh karena itu
harus dipertimbangkan secara hati-hati sebelum membuat suatu
kebijakan pengobatan malaria yang baru. Sejak tahun 2003, Departemen
Kesehatan merekomendasikan penggunaan obat kombinasi artemisinin-
amodiakuin sebagai obat antimalaria lapis pertama, pada beberapa
daerah endemis malaria khususnya untuk 2. falciparum.

Dalam dua dasawarsa terakhir, berbagai hasil penelitian me-
nunjukkan bahwa resistensi terhadap klorokuin dan obat kombinasi
sulfadoksin-pirimetamin telah menyebar di seluruh kepulauan
Indonesia (Tjitra et. a4 1997). Di samping itu, analisis molekuler dari
berbagai isolat Plasmodium falciparum yang diambil dari berbagai
daerah endemis malaria di Indonesia menunjukkan bahwa isolat-
isolat tersebut sebagian besar telah membawa alel-alel mutan dari
gen pfmdr-1, pfcrt dhfr dan dhps yang berkaitan dengan resistensi
terhadap klorokuin dan sulfadoksin-pirimetamin (Syafruddin et a/ 2003).

Di Papua, malaria merupakan masalah kesehatan utama karena
daerah ini adalah salah satu daerah endemis malaria dengan kategori
hiperendemik di Indonesia, dan telah dilaporkan terjadi kegagalan
pengobatan malaria dengan obat standar klorokuin di Arso Vir
Jayapura (Sumawinata et a/, 2003). Studi pendahuluan di Genyem
Jayapura, yang menguiji efektivitas penggunaan sulfadoksin-pirimetamin
serta artesunat-sulfadoksin-pirimetamin, dilaporkan bahwa kedua
kombinasi ini masih relatif efektif pada malaria falciparum tanpa
komplikasi (Tjitra et a/, 2001).

Manifestasi klinis malaria dipengaruhi oleh berbagai faktor
pejamu (manusia), parasit dan lingkungan. Pada manusia, faktor-
faktor yang berperan adalah misalnya usia, imunitas, kehamilan dan



faktor genetik. Pada parasit, faktor yang telah ditemukan berperan
adalah misalnya resistensi terhadap obat antimalaria, laju multiplikasi
parasit, jalur invasi, sitoadherens dan rosetting, variasi dan polimorfisme
antigen serta malaria toksin. Pada aspek lingkungan, faktor yang
berpengaruh adalah misalnya akses terhadap pengobatan, intensitas
transmisi oleh vektor nyamuk, serta kondisi sosial ekonomis dan
stabilitas politik (Miller et a/, 2002).

Pada aspek parasit, manifestasi klinis malaria hampir seluruhnya
disebabkan oleh parasit malaria stadium eritrositer. Oleh karena itu
upaya untuk pencegahan terhadap malaria pada saat ini cenderung
memberi perhatian yang cukup banyak pada stadium eritositer yang
meliputi merozoit, trofozoit dan skizon. Manifestasi klinis malaria
sangat beragam diantara berbagai individu, mulai dari malaria
asimptomatik (tanpa gejala klinis) sampai ke malaria berat atau
malaria dengan komplikasi pada otak yang mematikan. Mekanisme
yang mendasari fenomena tersebut sampai saat ini masih belum
jelas, tetapi bukti-bukti yang terkumpul menunjukkan bahwa faktor
genetik parasit dan hospes manusia memainkan peran penting.
Meskipun terinfeksi malaria berulang-ulang, penduduk di suatu
daerah endemis malaria memperlihatkan suatu spektrum gejala
klinis (fenotip) yang beragam, yang sebagian tidak terpisahkan
dengan faktor-faktor pada hospes, misalnya ada atau tidak adanya
alel-alel tertentu dari suatu atau sekumpulan gen.

Gejala klinis utama di daerah endemis malaria adalah malaria
tanpa komplikasi dengan gejala demam ringan dan parasitemia
aseksual yang terjadi selama masa kanak-kanak. Malaria klinis berat
dan fatal, khususnya malaria serebral dan malaria disertai anemia
berat, biasanya relatif jarang. Malaria klinis berat di daerah endemis
pada umumnya terjadi pada anak-anak usia di bawah 4 tahun dan
pada masa kehamilan pertama (primigravida) (Greenwood et al,
1991). Diduga bahwa perbedaan pada pola morbiditas yang berkaitan
dengan umur (pada malaria ringan dan berat di dalam suatu populasi)
berkaitan dengan paparan kumulatif dari klon-klon parasit dengan
virulensi yang berbeda, di mana kerentanan seorang individu terhadap
gejala malaria berat ditentukan oleh faktor-faktor yang ada pada



hospes, misalnya imunitas “anti disease’ dan polimorfisme genetik
(Gupta and Hill, 1995)

Resistensi terhadap obat antimalaria juga dilaporkan dapat
mempengaruhi manifestasi klinis penyakit malaria, baik berupa
hilangnya gejala klinis yang disertai dengan hilangnya parasit
malaria maupun hilangnya gejala klinis tanpa disertai dengan
hilangnya parasit malaria. Hal-hal tersebut di atas merupakan
fenomena menetapnya parasit malaria di dalam tubuh pasien tanpa
disertai gejala klinis atau berkembangnya parasit di dalam tubuh
pasien yang dikaitkan dengan kemampuan suatu alel tertentu pada
gen parasit untuk beradaptasi terhadap obat tertentu. Fenomena ini
terlihat secara jelas pada alel 76K gen pfcrt di Afrika yang muncul
kembali menggantikan alel 76T setelah klorokuin tidak dipakai lagi
sebagai obat antimalaria (Kaneko, 2003). Sulfadoksin-pirimetamin
merupakan obat antimalaria kombinasi antara obat golongan sulfa
(sulfadoksin) dengan diaminopirimidin yang bersifat skizontosida
jaringan 2. falciarum, serta bersifat skizontosida darah dan sporontosida
untuk keempat jenis Plasmodium manusia. Obat ini merupakan
obat antimalaria lapis kedua yang digunakan secara selektif untuk
pengobatan radikal malaria falciparum tanpa komplikasi di daerah-
daerah dengan frekuensi P. falciparum yang resisten terhadap
klorokuin tinggi (Departemen Kesehatan RI,1995). Pada saat ini,
resistensi P. falciparum terhadap sulfadoksin-pirimetamin baik in-
vitro maupun in-vivo telah dilaporkan dibeberapa Provinsi di
Indonesia (Tjitra et a/, 1997).

Selain faktor resistensi terhadap obat antimalaria, beberapa
faktor pada parasit misalnya, sitoadherens dan rosetting juga telah
dilaporkan mempengaruhi manifestasi klinis. Hipotesis tentang
adanya galur-galur tertentu parasit malaria yang berkaitan dengan
berat-ringannya manifestasi klinis (sampai saat ini) masih menjadi
topik penelitian yang sangat menarik. Studi yang dilakukan sejak
dua dekade terakhir telah berhasil mengidentifikasi beberapa gen
parasit malaria yang berkaitan dengan berat ringannya gejala malaria
pada pasien yaitu; 1) gen msp-2 (Engelbrecht et a/, 1995; Roberts et a/,
1996, 2) gen var (Su et al, 1995) dan 3) gen eba-175(Cramer et al, 2004).



Merozoit surface protein-2 (MSP-2) adalah suatu glikoprotein
yang menyatu pada permukaan membran stadium merozoit dan
diproduksi selama fase skizogoni kemudian dilepaskan pada stadium
sporulasi, terutama saat merozoit melakukan invasi ke dalam eritrosit.
Protein ini pada 2. falciparum sangat polimorfik. Gen msp-2 memiliki
dua kelompok alel yaitu IC1 dan FC27. Di Senegal dan Kenya, alel
IC1 lebih sering ditemukan pada pasien malaria berat (Roberts et a/,
1996), sedangkan alel FC27 lebih sering ditemukan pada malaria
asymptomatik (Ntoumi, et a/ 1995). Sebaliknya di Papua New Guinea,
alel FC27 lebih sering ditemukan pada malaria berat (Engelbrecht et
al, 1995).

Gen var adalah suatu variasi gen yang menyandi protein
PLEMP-1 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-
1) yang memperantarai perlekatan parasit pada reseptor pejamu.
Ekspresi varian antigen permukaan pfEMP-1 dilaporkan berkaitan
dengan virulensi P. falciparum. Gen var memiliki variasi kurang
lebih 59 macam gen var yang terdapat diseluruh kromosom parasit
malaria (Gardner et al, 2002). Protein PfEMP-1 dikode oleh famili
multi gen var (Su et a/1995) yang diekspresikan pada permukaan
membran eritrosit yang terinfeksi oleh 2. falciparum dan telah
dibuktikan berperan aktif pada fenomena perlekatan eritrosit yang
terinfeksi pada sel-sel endotel pejamu (cytoadherence). PIEMP-1
mempunyai berbagai variasi dan hal ini berkaitan dengan mekanisme
pada parasit yang berperan untuk menghindari respon imun pejamu
terhadap parasit (immune evasion) (Leech et al, 1984; Magowan et
al, 1988; Howard et a/, 1988; Biggs et al, 1992).

Gen lain dari 2. falciparum yang diduga berperan dalam me-
nentukan virulensi parasit adalah gen eba-175 (erythrocyte binding
antigen-175) yang menyandi protein EBA-175 (Camus dan Hadley,
1985; Orlandi et a/ 1992). Protein EBA-175 adalah suatu ligan
terpenting pada merozoit yang memperantarai invasi merozoit ke
dalam eritrosit dengan cara mengikat glikoforin A pada permukaan
membran eritrosit. Gen eba-175 memiliki dua bentuk alel (dimorfik),
yang ditandai oleh adanya insersi pada 342 pb (alel C) untuk
P.falciparum galur Camp dan 423 pb (alel F) pada galur FCR-3
(Dittrich, et al 2003). Fungsi alel C dan F sampai saat ini masih



belum diketahui, namun kedua varian dimorfik eba-175 ini bersifat
conserved secara evolusioner. Adanya variasi distribusi alel C dan F
pada berbagai kelompok etnik dan daerah geografik, menimbulkan
dugaan bahwa alel tersebut kemungkinan berkaitan dengan manifestasi
klinis penyakit malaria (Cramer ef a/ 2004). Antibodi IgG pada
manusia mengenali kedua epitop pada segmen tersebut, tetapi tidak
menyebabkan proteksi terhadap manifestasi klinis malaria (Cramer
et al, 2004; Dittrich et a/, 2003).

Analisis genetika populasi menunjukkan bahwa prevalensi alel
F gen eba- 1751ni terdistribusi sekitar 70% pada populasi P. falciparum
yang ditemukan pada anak-anak dengan malaria berat tanpa komplikasi
di Ghana bagian Utara. Studi kasus kontrol pada anak-anak dengan
malaria berat di Gambia menunjukkan bahwa alel C gen eba-175
lebih banyak ditemukan pada malaria serebral dengan komplikasi
fatal (Cramer et al, 2004).

Studi tentang kedua varian dimorfik pada gen eba-175 dari
parasit P, falciparum yang berkaitan dengan manifestasi klinis malaria
sampai saat ini belum pernah dilakukan di Indonesia. Frekuensi
variasi alel C dan F pada kelompok etnis dan daerah geografik yang
berbeda diduga dapat berpengaruh terhadap manifestasi klinis
penyakit malaria falciparum serta keberhasilan pengobatan sulfadoksin-
pirimetamin terhadap P. falciparum secara in-vitro maupun in-vivo.
Studi epidemiologi molekuler yang bertujuan untuk menentukan
frekuensi distribusi alel-alel dari gen yang berkaitan dengan mani-
festasi klinis malaria dapat menjadi sumber informasi yang penting
dalam menentukan prognosis penyakit malaria pada individu
maupun populasi. Oleh karena itu, penelitian ini dikhususkan untuk
mengobservasi frekuensi distribusi alel-alel gen eba-175 pada
populasi di Papua.

B. Tujuan dan Sasaran

1. Mengetahui frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 isolat
P. falciparum pada pasien malaria asymptomatik di Papua;

2. Mengetahui frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 isolat
P. falciparum pada pasien malaria symptomatik di Papua;



Menganalisis hubungan antara frekuensi distribusi alel C dan F
gen eba-175 P. falciparum dengan manifestasi klinis malaria di
Papua;

Menganalisis perbedaan frekuensi distribusi alel C dan F gen
eba-175 P. falciparum pada pasien malaria falciparum symptomatik
yang diobati dengan sulfadoksin-pirimetamin di Papua.

Sasaran Dari Hasil Temuan

Diharapkan dapat memberikan:

Informasi yang menjadi acuan dalam penyusunan kebijakan
pengobatan malaria di daerah Papua;

Informasi yang menjadi dasar pengembangan penelitian vaksin
terhadap malaria;

Kontribusi dalam usaha pengembangan sumber daya kesehatan
lokal dalam penanganan malaria.






02-

- Masalah dan Solusi
Pemecahan Masalah

Masalah yang diangkat dan solusi pemecahan masalah yang

ditawarkan melalui kegiatan ini adalah yang berkaitan dengan hal

sebagai berikut:

A. Masalah

1. Berapa frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 isolat 7.
falciparum pada pasien malaria asymptomatik di Papua?

2. Berapa frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 isolat 7.
falciparum pada pasien symptomatik di Papua?

3. Bagaimana hubungan antara frekuensi distribusi alel C dan F
gen eba-175 P. falciparum dengan manifestasi klinis malaria di
Papua?

4. Bagaimana perbedaan frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-

175 pada pasien malaria falciparum yang diobati dengan
antimalaria sulfadoksin-pirimetamin di Papua?
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B. Solusi Pemecahan Masalah

Untuk memperoleh solusi permasalahan ini perlu dilakukan
penelitian. Adapun metode yang digunakan dalam kegiatan ini
untuk menjawab permasalahan adalah sebagai berikut:

1. Rancangan Temuan

Jenis temuan ini adalah deskriptif analitik yang menggunakan
desain comparative cross sectional. Kemudian setelah pemberian
obat dilanjutkan dengan pendekatan kohort longitudinal, untuk
melihat perbedaan pola alel dimorfik gen eba-175 P. falciparum dan
hubungannya dengan manifestasi klinis malaria asymptomatik dan
symptomatik di Kabupaten Jayapura (Papua).

2. Lokasi dan Waktu Temuan

Pengambilan sampel dilakukan di Kabupaten Jayapura, Papua.
Kabupaten Jayapura memiliki jumlah penduduk 91,233 jiwa (UNDP,
2005). Secara geografi terbagi atas dataran, dan rawa (146,575 ha)
dan tersebar dibeberapa wilayah yakni sungai, danau, laut dan
memiliki hutan yang lebat. Dengan curah hujan tertinggi terjadi di
pesisir pantai Utara dan terendah di pedalaman (http//wikipedia.
org/wiki/Kabupaten _Jayapura).

Penduduk yang hidup di daerah dekat pantai dan danau. Mata
pencahariannya sehari-hari adalah sebagian besar nelayan, berkebun
dengan ladang berpindah, pegawai negeri sipil dan swasta. Sedang-
kan penduduk yang hidup di daerah dekat kaki gunung Sicklope,
mata pencahariannya adalah sebagian besar berkebun dengan ladang
berpindah, berburu, pegawai negeri sipil dan swasta.

Lokasi pengambilan sampel asimptomatik antara lain: Kecamatan
Jayapura Selatan, yaitu desa Hamadi, di daerah dekat pantai, daerah
lembah dan daerah rawa; Kecamatan Depapre, yaitu desa Depapre,
Tablasupa I dan II, di daerah dekat pantai (laut); dan Kecamatan
Sentani, yaitu daerah dekat danau Sentani, kota Sentani dan daerah
dekat kaki gunung Siclope (Sereh atas) (Gambar 1). Waktu pengambilan
sampel asymptomatik dilaksanakan pada tanggal 18-28 Januari 2005.



Lokasi pengambilan sampel symptomatik dilaksanakan di beberapa
tempat, antara lain: Rumah Sakit Umum Abepura (RSU Abepura);
Rumah Sakit Umum Daerah (RSUD) Dok II Jayapura; Puskesmas
Hamadi; dan Poliklinik Panti Asuhan Katolik Sentani (PPAKS).
Waktu pengambilan sampel symptomatik dilaksanakan tanggal 9 Juli
sampai 29 September 2005. Lokasi pemeriksaan sampel asymptomatik
dan simptomatik secara mikroskopis adalah Laboratorium Klinik
RSUD dok II Jayapura, RSU Abepura dan Puskesmas Hamadi.

Waktu pemeriksaan sampel symptomatik dilaksanakan tanggal
9 Juli sampai 29 September 2005. Lokasi pemeriksaan analisis
genotipe adalah Laboratorium Departemen Biokimia dan Biologi
Molekuler FKUT di Jakarta dan Laboratorium Biologi Molekuler
Eijkman di Jakarta.Waktu penelitian analisis genotipe dilaksanakan
bulan April 2004 sampai Desember 2005.

Gambar 1. Peta Kabupaten Jayapura dan sekitarnya
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3. Sampel dan Populasi

Populasi dalam temuan ini adalah penduduk Kota Jayapura dan
sekitarnya yang terinfeksi oleh malaria falciparum, yang terdiri dari,
Kecamatan Jayapura, bagian selatan Kecamatan Sentani dan
Kecamatan Depapre (pasien asymptomatik), serta pasien malaria
falciparum symptomatik.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah DNA
Plasmodium falciparum yang diisolasi dari pasien yang terinfeksi
oleh malaria falciparum asymptomatik dan symptomatik sebelum
dan sesudah diobati dengan sulfadoksin-pirimetamin (S/P) di
Kabupaten Jayapura, Provinsi Papua. Kelompok umur mulai dari 1-
65 tahun, monoinfeksi P. falciparum, dua minggu terakhir tidak
minum obat antimalaria dan telah menandatangani informed
consent. Sampel ini terbagi dua kelompok, pertama pasien malaria
asymptomatik, pengumpulan sampel dilakukan melalui active case
detection langsung dilapangan dengan berkunjung ke rumah-rumah
penduduk Kota Jayapura dan sekitarnya; kedua pasien malaria
symptomatik, pengumpulan sampel dilakukan di rumah sakit umum
Abepura, rumah sakit umum daerah dok II Jayapura, Klinik pante
asuhan Katholik kecamatan Sentani dan puskesmas Hamadi, melalui
pasive case detection, dengan pengambilan darah pasien melalui ujung
jari yang diteteskan ke gelas objek untuk diperiksa parasitemianya
dan kertas filter untuk pengumpulan DNA parasit.

4. Sampel Asymptomatik

Sampel asymptomatik adalah sampel yang diperoleh melalui
survei malariometrik (active case detection) pada populasi normal di
3 kecamatan dan dinyatakan mengandung parasit malaria falciparum
positif satu berdasarkan pemeriksaan mikroskopis semikuantitatif.
Pengambilan sampel hanya dilakukan sekali, kemudian pasien diberikan
pengobatan antimalaria standar tanpa dilakukan fo//low up.

Kriteria inklusi untuk sampel malaria falciparum asymptomatik
adalah umur 0-65 tahun, monoinfeksi 2. falciparum dengan densitas
parasit stadium aseksual pasien tanpa komplikasi > 500 parasit/pL
(Depkes RI, 2001), suhu aksila < 37,5 °C, dan dalam dua minggu
terakhir tidak minum obat antimalaria dan antibiotik (WHO, 1997).



Kriteria eksklusi untuk sampel malaria falciparum asymptomatik
adalah ibu hamil, subjek yang memiliki infeksi campuran dengan
spesies lain serta tidak menandatangi informed consent.

5. Sampel Symptomatik

Sampel symptomatik adalah sampel yang diperoleh dari pasien
dengan gejala klinis yang lazim ditemukan pada malaria seperti
demam, menggigil, sakit kepala, mual, muntah, diare dan nyeri otot
dan dinyatakan positif mengandung parasit malaria falciparum di
atas positif satu berdasarkan pemeriksaan mikroskopis semikuantitatif.
Sampel symptomatik ini dikumpulkan melalui passive case detecti.
Kriteria inklusi untuk sampel malaria falciparum symptomatik
adalah umur 0-65 tahun, monoinfeksi oleh 2. falciparum dengan
densitas parasit stadium aseksual minimal 1000 parasit/pL, suhu
aksila lebih dari 37,5 °C atau adanya riwayat demam dalam 24 jam
terakhir, dua minggu terakhir tidak minum obat antimalaria dan
antibiotik, kambuh kembali dari penyakit malaria falciparum dan
telah menandatangani informed consent. Hasil pengobatan diklasifi-
kasikan sebagai berikut: pasien dikatakan mengalami kegagalan
pengobatan dini (KPD), bila dalam tiga hari pertama setelah pem-
berian obat mengalami salah satu dari kondisi di bawah ini:
a.  Parasitemia positif pada hari ketiga dengan suhu aksila > 37,5 °C;
b. Densitas parasit pada hari kedua > 75%;
c.  Densitas parasit pada hari ketiga > 25% dari hari nol.

Pasien dikatakan mengalami kegagalan kasep (KPK), bila pada

hari ke-4 sampai hari ke-28, mengalami salah satu dari kondisi di

bawah ini:

a. Parasitemia dan suhu aksila aksila > 37,5 °C antara hari ke-4
sampai hari ke-28 tanpa sebelumnya ditemukan tanda kegagalan
obat dini;

b. Parasitemia pada hari ke-7, 14, 21, atau 28 dan suhu aksila <
37,5 °C, tanpa sebelumnya ditemukan tanda kegagalan peng-
obatan dini atau kegagalan pengobatan kasep.
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Jika pasien tidak menunjukkan tanda-tanda di atas dan parasit
tidak lagi ditemukan di darah tepi, maka pengobatan dikatakan
sukses atau respon memadai secara parasitologi dan klinis (RMPK).

Kriteria eksklusi sampel symptomatik adalah ibu hamil, ibu
menyusui, pasien yang infeksi campuran, pasien bukan berasal dari
kota Jayapura. Pasien dikeluarkan dari penelitian (drop out), bila
berhenti mengikuti follow up atau mendapat pengobatan lainnya
(WHO, 2003). Pengambilan sampel terhadap pasien dilakukan dua
kali yaitu sebelum dan sesudah pengobatan sulfadoksin-pirimetamin
(SP) pada pasien tanpa komplikasi. Namun untuk pasien dengan
komplikasi, pengambilan sampel dilakukan sekali yaitu sebelum
diberikan pengobatan standar.

Evaluasi terhadap pasien dalam penelitian ini dilakukan hanya
pada pasien malaria falciparum symptomatik yang menerima terapi
SP (Fansidar) dengan dosis standar (500 mg sulfadoksin + 25 mg
pirimetamin, sesuai dengan berat badan) dan dilakukan pengamatan
selama 28 hari terhadap parasitemia melalui pemeriksaan darah tepi
berupa sediaan tetes darah tebal dan apusan tipis yang diwarnai
dengan pewarnaan Giemsa 10% pada hari ke-0, 2, 3, 7, 14, 21, dan 28
sesuai dengan prosedur yang ditetapkan (WHO, 2003).

Survei malariametrik asymptomatik dimulai tanggal 18-28 Januari
2005, dan perlakuan yang diberikan kepada pasien malaria falciparum
symptomatik dimulai tanggal 9 Juli sampai 29 September 2005.

C. Strategi Umum Temuan dan Teknik Pengumpulan
Data

Survei malariometrik terhadap pasien malaria asymptomatik,
dilakukan pada tahap pertama tanggal 18 sampai 28 Januari 2005
dan jumlah sampel yang diperoleh seluruhnya 535 orang, meliputi
268 laki-laki dan perempuan 267. Kemudian yang dinyatakan positif
121 orang berdasarkan pemeriksaan mikroskopis dengan cara meng-
hitung jumlah parasit. Kemudian dilakukan pemeriksaan selanjutnya
dengan isolasi DNA (Wooden et a 1993), PCR dan elektroforesis
dan sekuensing. Penelitian tahap kedua pasien diberi perlakuan, obat
sulfadoksin-pirimetamin dilakukan mulai tanggal 9 Juli sampai 29



September 2005, dan umur pasien dalam penelitian ini berkisar
1-65 tahun.

Cara pengambilan sampel tahap pertama secara active case
detection sedangkan pada tahap kedua pengambilan sampel dilakukan
secara pasive case detection. Darah pasien diambilan dari darah tepi
yaitu pada ujung jari manis atau jari tengah yang kemudian dibuat
sediaan tetes tebal dan apus darah tipis serta pengambilan 2 sampai 3
tetes darah pada kertas saring (3 MM Whatman, Hillsboro,OR).
Peserta penelitian yang diambil sebagai sampel malaria falciparum
asymptomatik, berasal dari daerah dekat pantai adalah Hamadi
Pantai, Hamadi lereng, Hamadi rawa-rawa, Kecamatan Depapre,
Tablasupa I dan II. Peserta penelitian yang diambil dekat danau
Sentani adalah Sentani kota dan yang dekat gunung adalah Sereh
atas, dengan sampel bersifat active case detection.

Penelitian ini mengambil sampel malaria symptomatik, berasal
dari Rumah Sakit Umum Daerah dok II Jayapura, Rumah Sakit
Umum Abepura, Puskesmas Hamadi dan Klinik Pante Asuhan
Katholik Kecamatan Sentani dengan sampel yang bersifat bersifat
passive case detection. Pasien didiagnosa secara mikroskopis di-
temukan 2. falciparum sebagai monoinfeksi. Pasien yang tidak
terinfeksi P. falciparum dan infeksi campuran atau yang terinfeksi
malaria vivax dikeluarkan dari penelitian. Pasien tersebut di atas
terbagi atas dua bagian yaitu pasien malaria falciparum asymptomatik
dan symptomatik yang masing-masing berjumlah 110 orang pasien.
Kemudian dilakukan pemeriksaan genotyping terhadap alel C dan F
gen eba-175, sebelum dan sesudah diberi obat sulfadoksin-pirimetamin
untuk mengetahui:1) kegagalan pengobatan dini (KPD). Memburuk-
nya atau menetapnya gejala malaria disertai parasitemia selama masa
pengobatan, 2) kegagalan pengobatan kasep (KPK), terjadi karena
munculnya kembali gejala malaria disertai parasitemia selama
pengobatan hari ke-4 sampai 14 dan 3) berhasil (tidak ditemukannya
parasitemia pada hari ke-14, baik disertai atau tanpa disertai demam
atau tidak ditemukan.
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D. Studi Bioinformatika

Sekuens yang diperoleh dari sekuensing gen eba-175 P.
falciparum dianalisis dengan menggunakan program Bio Edit 4.8.7.
Kedua sekuens selanjutnya dibandingkan untuk diketahui adanya
variasi sekuens pada galur eba-175 yang resisten terhadap sulfadoksin-
pirimetamin. Sebagai sekuens rujukan digunakan data dari Gene
bank- National Center for Biotecnology (NCBI) dengan kode akses
M93397 (CDS). Untuk galur Camp kode akses L07755 untuk galur
FCR-3. Setelah didapatkan sekuens lengkap gen eba-175, ditentukan
situs restriksi enzim endonuklease dengan membuat peta enzim
restriksi pada gen eba-175.

E. Mekanisme Pemeriksaan Genotipe Alel C dan
F Gen Eba-175 P. Falciparum

1. Pengambilan Darah Tepi

a.  Alat dan Bahan
Kapas alkohol 70%, kapas kering, kaca objek berukuran 25,4 x
76,2 x 1-1,2 (Sailing Boat, China) cat 7101, bloot lancet steril,
kertas saring (3 MM; Whatman Hillsboro OR, USA.).

b. CaraKerja
Sediaan darah dibuat sesuai prosedur (WHO, 2003) adalah
sebagai berikut: ujung jari pasien yang telah dibersihkan dengan
kapas alkohol 70%, kemudian ditusuk dengan lanset darah
steril. Selanjutnya dilakukan pembuatan sediaan darah tetes
tebal dan apusan tipis diperlihatkan pada (1). Sampel DNA
malaria falciparum asymptomatik diambil pada saat yang sama
dengan sediaan darah tetes tebal dan apusan tipis. Darah pasien
yang keluar dari ujung jari diteteskan sebanyak 3 tetes dengan
volume 10 pL atau 20 uL dan berdiameter 1,5 cm pada kertas
saring (3MM; Whatman Hillsboro, OR USA), kemudian kertas
saring dari masing-masing pasien dikeringkan dan disimpan
dalam kantong plastik pada suhu kamar.
Sampel DNA malaria falciparum symptomatik dilakukan dengan
pengambilan darah tepi pada hari 0, dan hari lain bila terjadi



rekrudensi. Darah pasien yang keluar dari ujung jari diteteskan
sebanyak 3 tetes dengan volume 10 pL atau 20 pL dan ber-
diameter 1,5 cm pada kertas saring (3MM; Whatman Hillsboro,
OR USA), kemudian kertas saring dikeringkan dan disimpan
dalam kantong plastik per pasien pada suhu kamar. Sampel
DNA malaria falciparum asymptomatik dan symptomatik
diperiksa di Laboratorium Departemen Biokimia dan Biologi
Molekuler FKUI Jakarta dan di Laboratorium Biologi Molekuler
Lembaga Eijkman Jakarta.

Pemeriksaan Mikroskopis

Sampel asimptomatik dan simptomatik yang telah dikumpul-

kan diseleksi berdasarkan systematic selective sampling yaitu hanya

dipilih pasien yang postif P. falciparum yang dideteksi secara

mikroskopis semikuantitatif.

3.
a.

Pembuatan Sediaan Apus

Bahan dan Alat

Metanol 70%, Giemsa 10%, minyak imersi, xy/o/ dan kapas
kering, sediaan tetes tebal dan apusan tipis, kertas tisu dan
mikroskop listrik binokuler (tipe CH2).

Cara Kerja

Tetes darah pertama dibersihkan dengan kapas kering dan tetes
darah kedua diteteskan pada kaca objek steril, sebanyak 1 tetes
tebal dan 1 tetes lagi untuk dibuat sediaan apus tipis, kemudian
diberi label nomor, kode, dan tanggal pengambilan, kemudian
dikeringkan di udara. Sediaan darah tetes tebal yang sudah
dikeringkan diwarnai dengan Giemsa 10% dengan perbandingan
3 : 1, tetapi sediaan apus tipis sebelum diwarnai, difiksasi
dengan metanol 70%, dikeringkan, kemudian diwarnai dengan
larutan Giemsa 10% dengan perbandingan 3 : 1. Selanjutnya
sediaan dibiarkan selama 10-15 menit. Kelebihan larutan Giemsa
dibuang, dan sediaan darah dicuci serta dikeringkan. Setelah itu
sediaan tersebut diperiksa di bawah mikroskop listrik binokuler
(tipe CH2) pada pembesaran 100 x 10 dengan menggunakan
minyak imersi.
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4. Perhitungan densitas parasit

Sediaan darah (SD) tebal dan tipis digunakan untuk pemeriksaan
semikuantitatif untuk menentukan ada tidaknya parasit malaria (positif
atau negatif), serta spesies dan stadium Plasmodium (P. falciparums;
tropozoit, skizon dan gametosit). Selain itu sediaan darah tersebut
digunakan juga untuk pemeriksaan kuantitatif yaitu untuk menentukan
3) kepadatan (densitas) parasit. Perhitungan densitas parasit adalah:
a.  Semikuantitatif

Metode semikuantitatif digunakan untuk hitung parasit (parasite

count) pada sediaan tetes darah tebal adalah sebagai berikut:

(-)  =SD negatif (tidak ditemukan parasit dalam 100 LPB/ lapangan
pandang besar)

(+) =SD positif 1 (ditemukan 1-10 parasit dalam 100 LPB)
(++) =SD positif 2 (ditemukan 11-100 parasit dalam 100 LPB)
(+++) =SD positif 3 (ditemukan 1-10 parasit dalam LPB)
(++++) = SD positif 4 (ditemukan > 10 parasit dalam 1 LPB)

Darah sampel asimptomatik dan simptomatik

'

Diambil dari ujung jari manis/jari tengah

v

Pembuatan sediaan tetes tebal dan apusan tipis

!

Dikeringkan

v
v v

SD apusan tipis SD tetes tebal tidak
difiksasi dengan difiksasi dengan
methanol 70% methanol 70%

v v

Diwarnai dengan Giemsa 10% dan siap diperiksa di bawah

mikroskop dengan pembesaran 100x10 kali

Gambar 2. Alur kerja pemeriksaan mikroskopis pada pasien asymptomatik dan
symptomatik



b.  Kuantitatif

Densitas parasit dihitung pada sediaan tetes tebal dengan meng-
hitung jumlah parasit per 200 leukosit, kemudian dikalikan 40
untuk memperoleh jumlah parasit per mikroliter darah. Bila
hitung parasit kurang dari 10 parasit per lapangan pandang,
maka jumlah parasit dihitung dalam 500 leukosit dikalikan 16
untuk memperoleh rata-rata jumlah parasit per mikroliter
darah. Sediaan darah dianggap negatif, bila pada pemeriksaan
seluruh lapangan pandang tidak ditemukan parasit.

Rumus untuk menghitung densitas parasitemia per pL = (N
parasit/200 x 8000) (Departemen Kesehatan RI, 2001)

F. Langkah-langkah Pengumpulan Data

1. Menggunakan enzim restriksi

Enzim restriksi yang digunakan untuk analisis RFLP adalah
SAU-3AL

2. Bahan Kmia yang Digunakan untuk Isolasi DNA dari Kertas

Saring

Bahan kimia yang digunakan untuk isolasi DNA P. falciparum
dari kertas saring adalah saponin 0.5 %, 1 x PBS pH 7.2, 40 % chelex-
100 (Bio-Rad) dalam ddH,O pH 10.5. Isolasi gDNA dari sampel
darah dengan metode Chelex-100 antara lain PBS pH 7.2 dingin
(ice-cold), 0.5 % (w/v) saponin, ddH,O dan 20 % Chelex-100 dalam
ddH,0 pH 10.5.

3. Bahan Kimia untuk Reaksi PCR dan Elektroforesis
Bahan-bahan untuk PCR meliputi 10 x buffer PCR [ KCI 500
mM, Tris HCI 100 mM (pH 8.3) dan 25 mM MgCl,], dNTP (dATP,
dGTP,dCTP dan dTTP) 2 mM, primer terdiri dari : eba-1F. 5-
AAGAAGCAGTTCCTGAGGAA-3, eba-2R, 5-AAC ATT CAT
ATT AAC AATTC-3, eba-3F, 5-GAA AAC ACT GAA ATA GCA
CA-3’, eba-4R, 5-TCC TCC AGA CTG TTG AAC AT-3’, Masing-
masing primer memiliki konsentrasi 40 pmol/ pL, serta enzim DNA
Tag Polimerase (0.5 U) dan ddH,O steril. Untuk keperluan
elektroforesis digunakan 1% gel agarose serbuk tipe II (Sigma),
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penanda DNA (marker) dari . DNA/ AVA 11, loading buffer [
[Bromfenol biru 0.25%, sukrosa 40 % (w/v)], larutan bufer 1 x TAE
dan etidium bromida (10 mg/mL).

4. Bahan Kimia untuk Purifikasi dan Sekuensing

Bahan-bahan untuk keperluan purifikasi dan sekuensing DNA
meliputi bufer PB (QIAgent °), elution EB (QIA gen °, gel agarose 1
% (w/v), etanol absolut, premix (AmliTag, ANTP dan ddNTP yang
telah mengandung senyawa befluoresens), primer (4 pmol/uL), natrium
asetat, Joading buffer (50 mg/mL blue dextran dalam larutan EDTA
25 mM yang mengnadung dimetilformamida dengan nisbah (1 : 5),
TBE (Triss Borat EDTA), Akrilamida 40 % yang mengandung 4 %
Bisakrilamida, Temed (N,N,N,'N’-tetrametiletilendiamina) dan 10 %
APS (amonium persulfat).

5. Peralatan yang Digunakan dalam Temuan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian adalah tabung
eppendorf 1.5 mL, 0.5 mL dan 0.2 mL, kertas saring Whatman no 1,
pipet mikro (Finnpipette digital) ukuran 5-40 pL dan 40-200 pL +
tip kuning steril, pipet mikro (Socorex ukuran 0.5-10 pL+ tip putih
steril, pipet mikro (Socorex) ukuran 200-1000 pL + tip biru, autoklaf,
sterilisator, alat pemusing mikro (Eppendorf Centrifuge 5415 C),
Mesin PCR/ Eppendort Mastercycler Personal, penganas air (waterbath
GFL,1083), Vortex (Julabo Paramix 3), sarung tangan karet, kulkas,
kotas es, neraca analitik (sartorius), pinset, gunting, kapas, spatel,
gelas ukur, labu ukur, pH meter (Hanna Instrumens 8417),dan
kertas parafilm.

G. Strategi Khusus Temuan dan Pengumpulan
Data

Analisis distribusi alel dimorfisme gen eba-175 P. falciparum
diawali dengan melakukan studi literatur dan studi bioinformatika
untuk penelusuran gen eba-175 2. falciparum yang akan digunakan
sebagai acuan dan penyusunan peta restriksi dari enzim restriksi
teradapat pada (lampiran 1). Isolasi DNA dilakukan dengan metode
Chelex-100 (Bio-Rad, laboratoratories, Hercules, CA) .Optimasi



PCR dilakukan untuk mencari kondisi PCR optimal untuk men-
dapatkan pita DNA target. PCR dilakukan secara bertahap (nested
PCR) karena konsentrasi DNA parasit yang ada sangat rendah.
Selanjutnya PCR produk dari PCR tahap kedua akan digunakan
sebagai template elektroforesis. Dari hasil elektroforesis dilakukan
RFLP untuk mengetahui perbedaan dua alel gen eba-175 2. falciparum,
sehingga dapat dilakukan analisis data dan beberapa sampel RFLP
yang pita DNAnya tebal akan disekuensing dengan primer internal,
yaitu primer yang posisi penempelannya terletak di dalam DNA
produk PCR kedua, untuk melihat apakah bertambah atau hilangnya
situs restriksi bagi enzim endonuklease tertentu disebabkan karena
perubahan atau terjadinya mutasi titik. Skema strategi penelitian
khusus dapat dilihat pada (Gambar 2).

H. Mekanisme Pemeriksaan Genotip Alel C dan F
Gen Eba-175 P. Falciparum

1. Pengambilan Darah Tepi
Sediaan darah yang dibuat menurut prosedur (WHO, 2003)

adalah sebagai berikut:

a.  Ujung jari yang telah dibersihkan dengan kapas alkohol 70%,
ditusuk dengan lanset darah steril;

b. Tetes darah pertama dibersihkan dengan kapas kering dan tetes
darah kedua diteteskan pada kaca objek steril, sebanyak 1 tetes
tebal dan apusan, kemudian diberi label (nomor, kode, dan
tanggal pemeriksaan);

c.  Sedian darah tersebut dikeringkan pada suhu kamar, sebelum
diwarnai sediaan apus tipis difiksasi dengan metanol 70%
terlebih dahulu, keringkan, kemudian diwarnai dengan larutan
giemsa 10% perbandingan 1 : 3;

d. Selanjutnya biarkan selama 10-15 menit. Buang kelebihan
larutan giemsa, sediaan darah dicuci dan keringkan;

e.  Setelah itu sediaan tersebut diperiksa dibawah mikroskop listrik
binokuler pada pembesaran 100x10 dengan menggunakan minyak
emersi.
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Densitas parasit dihitung pada apusan darah tebal dalam 200
leukosit, kemudian dikalikan 40 untuk memperoleh jumlah parasit
per mikroliter darah. Bila hitung parasit kurang dari 10 parasit per
langan pandang, maka jumlah parasit dihitung dalam 500 leukosit
dikalikan 12 untuk memperoleh rata-rata jumlah parasit per mikroliter
darah. Sediaan darah dianggap negatif, bila pada pemeriksaan 100
lapangan pandang tidak ditemukan parasit.

Formula untuk menghitung parasitemia per pL: Parasitemia
(per pL) = jumlah parasit x 8000/jumlah leukosit.

Darah sampel asimptomatik dan simptomatik

v

Diambil dari ujung jari manis/tengah

<

Diteteskan pada kertas saring Whatman

<—

Isolasi DNA (Chelex-100,

<

PCR gen eba-175

é

Elektroforesis agarosa 1%

é

Analisis

é

Positif terdapat pita Negatip tidak terdapat
DNA pita DNA
RFLP=* Excluded
Sekuensing DNA

Gambar 3. Bagan alur kerja analisis genotipe. Pemeriksaan sekuensing
dilakukan karena pita hasil RFLP tidak spesifik



Pengumpulan sampel genom DNA P. falciparum dilakukan
dengan pengambilan darah tepi pada hari 0, dan hari lain bila terjadi
rekrudensi. Darah pasien yang keluar dari ujung jari diteteskan
sebanyak 10 uL atau 20 pL sebanyak 3 tetes dengan diameter 1.5 Cm
pada kertas saring (3MM; WhatmanHillsboro, OR), kemudian kertas
saring ini dikeringkan dan disimpan dalam kantong plastik per pasien
pada suhu kamar untuk diperiksa di laboratorium Departemen
Biokimia dan Biologi Molekuler Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia dan di Lembaga Eijkman Jakarta.

2. Analisis Genotipe Alel C dan F Gen Eba-175 Isolat P.

falciparum

Analisis distribusi alel dimorfisme gen eba-175 P. falciparum
diawali dengan melakukan studi literatur dan studi bioinformatika
untuk penelusuran gen eba-175 P. falciparum yang akan digunakan
sebagai acuan dan isolasi DNA dilakukan dengan metode pertukaran
ion Chelex-100 (Bio-Rad, Labora- toratories Hercules, CA) (Wooden
et al, 1993). Optimasi PCR dilakukan untuk mencari kondisi optimal
PCR untuk mendapatkan pita DNA sasaran. PCR dilakukan secara
bertahap (nested PCR) karena konsentrasi DNA parasit yang ada
sangat rendah. Selanjutnya produk PCR dilakukan elektroforesis
dengan agarosa 1% untuk menentukan panjang DNA sasaran. Setelah
itu dilakukan pemeriksaan RFLP dengan jumlah sampel adalah 6
sampel spesifik untuk mengetahui perbedaan alel dimorfik gen eba-
175 P. falciparum, namun hasil RFLP selain menunjukkan adanya
pita DNA sasaran juga muncul pita-pita DNA lain yang tidak
diharapkan, oleh karena itu dilakukan pemeriksaan sekuensing
untuk mengetahui ketepatan alel C dan F gen eba-175, dan frekuensi
dimorfik gen eba-175 isolat 2. falciparum (Gambar 3).

3. Pemeriksaan Isolasi DNA dengan Metode Chelex-100

a. Bahandan Alat
Bahan kimia yang digunakan untuk isolasi DNA P. falciparum
dari kertas saring adalah Saponin 0,5 %, 1 x PBS pH 7,2,
Chelex-10040% (Bio-Rad) dalam ddH,O pH 10,5. Isolasi DNA
dari kertas saring dengan metode Chelex-100 dengan meng-
gunakan pelarut berikut: PBS pH 7,2 dingin (Zce-cold), Saponin
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0,5% (w7v), ddH,0O dan Chelex-10020% dalam ddH,O pH 10.5.

Gunting, pinset, parafilm, water bath (GFL,1083), kotak es, alat

sentrifugasi (Eppendorf Centrifuge 5415C), tabung Eppendorf
1,5 mL, 0,5 mL dan 0,2 mL, pipet mikro (Finnpipette) ukuran

40-200 pL dan 200-1000 pL - tip kuning dan biru serta kulkas

(freezer) dan vortex (Julabo Paramix 3).

b. CaraKerja
Kertas saring (3 MM; Whatman Hillsboro, OR USA) yang
mengandung tetes darah (dot blo?), digunting dengan ukuran
diameter 1,5 cm, kemudian dimasukkan ke dalam tabung
Eppendorf1.5 mL steril dan tambahkan 1 mL larutan saponin
0,5% (w7v) dalam Phosphate Buffer Saline (PBS) dengan pH 7,4
(komposisi larutan PBS: NaCl 37 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO,
7mM dan NaH,PO, 1,5mM). Tabung Eppendorf yang berisi
kertas saring dalam PBS kemudian dicampurkan secara perlahan-
lahan, lalu diinkubasi pada suhu 4 °C selama 4 jam atau di-
diamkan semalam (overnight). Setelah itu campuran disentrifugasi
dengan menggunakan sentrifus (Eppendorf Centrifuge 5415C),
pada kecepatan 12.000 rpm selama 5 detik. Selanjutnya supernatan
dibuang, dan sebanyak 1 mL larutan 1 x PBS pH 7.2 ditambahkan
ke dalam tabung Eppendorf, dan campuran diinkubasi, kemudian
diinkubasi selama 15-30 menit pada suhu 4°C (dalam termos es).

Selanjutnya dilakukan proses sentrifugasi selama 5 detik pada
kecepatan 12.000 rpm dan supernatan dibuang, ditambahkan 1 x
PBS dan dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 5
detik (tahap pencucian ini dilakukan minimal 3 kali) sampai sampel
bebas dari eritrosit. Setelah itu kertas saring ditekan sedikit agar
berada pada bagian dasar tabung, kemudian ditambahkan 100 pL
Chelex-100 20% di dalam ddH,O pH 10,5 dan 100 pL ddH,O ke
dalam tabung Eppendorf dan ditutup dengan plastik parafilm.
Selanjutnya tabung Eppendorf direbus di dalam air mendidih pada
suhu 95 °C selama 10 menit, (di mana setiap 3 menit pertama dan
kedua dilakukan vortexing serta pada 4 menit terakhir). Setelah itu
tabung Eppendorf disentrifugasi selama 10 menit dan divorteks
dengan kecepatan 12.000 rpm. Supernatan yang mengandung DNA



dipindahkan sebanyak 200 pL ke dalam tabung Eppendorf steril
berukuran 1,5 mL. Lalu diambil sebagai 5 puL cetakan DNA untuk
amplifikasi PCR atau sisanya disimpan pada suhu -20 °C (Wooden
et al, 1993).

4.

a.

Amplifikasi Gen Eba-175 P. falciparum

Bahan dan Alat

Bahan-bahan untuk PCR meliputi 10 x bufer PCR [KCI 500
mM, Tris HCl 100 mM (pH 8.3) dan MgCl, 25 mM], dNTP
(dATP, dGTP,dCTP dan dTTP) 2 mM, primer terdiri dari: eba-
1F. 5-AAGAAGCAGTTCCTGAGGAA-3’, eba-2R, 5-AAC ATT
CAT ATT AAC AATTC-3, eba-3F, 5-GAA AAC ACT GAA
ATA GCA CA-3’, eba-4R, 5-TCC TCC AGA CTG TTG AAC
AT-3’. Masing-masing primer memiliki konsentrasi 40 pmol/
uL, serta enzim 7ag Polimerase DNA (1U) dan ddH,O steril.
Untuk keperluan elektroforesis digunakan gel agarosa 1% serbuk
tipe II (Sigma), petanda DNA (marker) dari A DNA/Ava 1,
loading buffer [Bromfenol biru 0,25%, sukrosa 40 % (w/v)],
larutan bufer 1 x TAE dan ethidium bromida (10 mg/mL).
Kotak es, alat sentrifugasi (Eppendort Centrifuge 5415C), tabung
Eppendorf1,5 mL, 0,5 mL dan 0,2 mL, pipet mikro (Finnpipette)
ukuran 5-10uL, 40-200 uL dan 200-1000 pL-tip kuning dan
biru serta vortex (Julabo Paramix 3) dan mesin PCR/Eppendorf
Mastercycler Personal dan pH meter (Hanna Instrumens 8417).

Cara Kerja

Amplifikasi gen eba-175 P. falciparum dengan menggunakan
teknik nested PCR (Gambar 4). Reaksi PCR pada tahap pertama
dilakukan dengan 2.5 pL 10 x bufer PCR yang mengandung
magnesium klorida (MgCl,), 1,25 pL ANTP (2 mM), 0.25 pL
primer eba-1F,eba-2R (40 p mol/uL) (Tabel 3.1), 0,25 uL enzim
DNA 7ag polimerase (1U), dan 5 uL cetakan DNA serta ddH,O
hingga volume sampel mencapai 25 pL.

Kondisi PCR yang digunakan meliputi siklus denaturasi awal 94
°C selama 5 menit, denaturasi 94 °C selama 20 detik, annealing
50 °C selama 20 detik dan ekstensi 72 °C selama 1 menit 30
detik sebanyak 30 siklus. Setelah siklus terakhir, dilakukan
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ekstensi tambahan selama 5 menit pada suhu 72 °C. Sementara
suhu penyimpanan pada mesin PCR setelah reaksi PCR selesai
adalah pada suhu 4°C (Gambar 4).

Reaksi untuk PCR tahap kedua dilakukan dengan mencampur
2,5 pL 10 x bufer PCR yang mengandung magnesium klorida
(MgCl,), 1,25 uL dNTP (2 mM), 0,25 uL primer eba-3F, eba -4R
(40 pmol/uL) (Tabel 1), 0,25 pL enzim 7ag polimerase DNA
(1U), dan 1pL produk PCR tahap pertama serta ddH,0O hingga
volume larutan mencapai 25 pL. Program yang digunakan pada
PCR tahap kedua sama dengan pada PCR tahap pertama.

1%PCR,ebal F-2R —9°C 95°C 72°C  72°C

Gambar 4. Kondisi PCR untuk mengamplifikasi gen eba-175.



Tabel 1. Primer yang digunakan untuk amplifikasi nested PCR

Jenis primer Sekuens Panjang primer

Eba-1F 5- AAGAAGCAGTTCCTGAG (pb 2337-2356 )
GAA-3

Eba-2R 5 -AACATTCATATT AACAA (pb 3148-3167)
TTC-3

Eba-3F 5- GAA AAC ACT GAA ATA (pb 2354-2373)
GCA CA-3

Eba-4R 5 -TCCTCC AGACTGTTGA (pb 3130-3149)
ACAT-3

Primer di atas dibuat berdasarkan data dari Gene Bank-National
Center for Biotecnology (NCBI) dengan kode akses M93397 (CDS)
(Cramer et al, 2004; Toure et al, 2001)

5. Peta Gen Eba-175 Plasmodium falciparum

Gen eba-175 mempunyai empat exon, panjang exon 1 adalah
4182pb, exon 2 adalah 78pb, exon 3 adalah 81pb dan exon 4 adalah
82pb. Exon 1 adalah exon yang terbesar dengan panjang 4182pb dan
terdiri dari 6 daerah. Daerah yang diamplifikasi adalah daerah yang
diapit oleh dua pasang primer yaitu daerah III-V. Tujuan amplifikasi
adalah untuk menggandakan DNA P. falciparum dan mengetahui
alel C dan F gen eba-175 dengan panjang DNA sasaran yang
berbeda. Ciri dimorfisme alel gen eba-175 adalah insersi 342pb pada
galur Camp dan 423pb pada galur FCR-3. Daerah insersi spesifik
adalah daerah III-V. Panjang produk pertama adalah 796pb, dengan
adanya insersi fragmen 7 pb dari alel C maka panjang produk adalah
789pb (alel F) termasuk insersi fragmen 81 pb yang hanya terdapat
pada alel F. Sedangkan panjang alel C adalah 708pb (Gambar 5).
Letak alel C dan F pada posisi yang berbeda, di mana alel F terletak
pada 273pb di bagian upstream dari alel C. Sedangkan letak primer
pada alel C gen eba-175 P. falciparum.
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Gambar 5. Peta gen eba-175, berdasarkan DNA sekuensing data bank gene no.
M93397. Gen eba-175 mempunyai 4 exon. Exon pertama adalah exon terbesar,
karena terdiri dari 6 daerah. Daerah yang diamplifikasi adalah daerah yang
diapit oleh dua pasang primer. Daerah insersi spesifik adalah daerah III-V.
Tanda panah menunjukkan insersi untuk membedakan alel C dan F. Garis
datar tebal menunjukkan 1 kilobasa dan panjang ekson 1,2,3 dan 4 adalah 5057

|:| : Daerah intron

. : Daerah exon gen eba-175 (4182pb, 78pb, 81pb, 82pb)
I : Daerah exon yang diamplifikasi dengan primer eba 1F/2R, 3F/4R.

. : Alel F (789pb) adalah Alel C (708pb) dengan penambahan insersi fragmen
81pb yang hanya terdapat pada alel F.

: Alel C (708 pb). Alel C memiliki fragmen yang diinsersi 7 pb.

Amplifikasi DNA sasaran yang menghasilkan produk alel C
dengan ukuran pita DNA 708 pb pada pasien malaria falciparum yang
menggunakan primer eba-1F (pb 2337-2356), eba-2R (pb 3148-
3167), eba-3F (pb 2354-2373) dan eba-4R (pb 3130-3149) dengan
strategi PCR nested. Tahap PCR pertama: 803 pb (pb 2337-3167),
tahap PCR kedua 796pb (pb 2354-3149).



Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis Gel Agarosa 1%
Bahan dan Alat

Agarosa 1% (w/v) (Sigma), TAE 1 X (8,3), ethidium bromida
0,01%, loading bufer (0,25% bromfenol biru, 40% b/v sukrosa)
dan A DNA/Ava II. Satu set alat elektroforesis, neraca analitik
(Sartorius), labu erlenmeyer 100 mL (Pirex), gelas ukur 100 mL
(Pirex), tabung Eppendorf1,5 mL, 0,5 mL dan 0,2 mL, pipet
mikro (Finnpipette) ukuran 5 -10pL, 40-200 uL dan 200-1000
L - tip kuning, biru dan putih serta vortex (Julabo Paramix 3)
dan pH meter (Hanna Instrumens -8417),

Cara Kerja

DNA hasil amplifikasi diperiksa dengan cara memisahkan fragmen
DNA secara elektroforesis pada gel agarosa 1% (w/v) meng-
gunakan alat elektro-foresis (Bio Rad Power PAC 300). Gel
agarosa dibuat dengan menimbang 2 gram bubuk agarosa
(8igma) yang dilarutkan dengan 100 mL 1 x Tris Asetat EDTA
(TAE). Larutan ini kemudian dipanaskan di atas Aot plate atau
dalam microwave selama 1-2 menit sambil diaduk hingga
agarosa 1% larut dan homogen, lalu ditambahkan 20 uL
ethidium bromida 0,01% dan diaduk hingga merata. Setelah itu
dituangkan ke dalam cetakan agar yang telah disisipkan sisir
untuk membentuk sumur-sumur (wells). Kemudian gel agarosa
dibiarkan membeku selama 45 menit - 1 jam, dan gel agarosa
dipindahkan ke dalam tangki elektroforesis yang berisi bufer 1 x
Tris Acetate - EDTA (TAE). Sebanyak 5 pL Produk amplifikasi
DNA dicampurkan dengan 3 pL loading buffer (0,25% bromofenol
biru, 40% b/v sukrosa) dan dimasukkan ke dalam sumur-sumur
pada gel agarosa. Elektroforesis dilakukan pada tegangan 80-
100 Volt selama 30-60 menit. Sebagai petanda berat molekul
(marker) digunakan A DNA/Ava 11 (New England BioLabs,
Beverly, USA) dengan kisaran 8.126pb sampai 23pb.

Pita-pita DNA yang telah mengandung ethidium bromida
divisualisasikan dengan menggunakan sinar UV. Pita-pita DNA
yang tampak sebagai produk elektroforesis direkam dengan
menggunakan Bio Rad Gel Doc 1000 dan dibandingkan dengan
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petanda berat molekul A DNA/AvaII. Panjang produk PCR untuk
alel F adalah 788 pb, sedangkan panjang alel C adalah 707pb.

RFLP produk PCR dan Visualisasi dengan Elektroforesis
pada Gel Agarosa 1%

Bahan dan Alat

Campuran untuk RFLP dibuat sebanyak 10pL terdiri dari: 1uL
10 x bufer B dalam 1,5 mL tabung Eppendorf, ddH,O, 5uL
produk amplifikasi DNA, dan enzim restriksi Sau3AI, DNA
petanda A DNA/Ava II (Promega, Madison, USA), agarosa 2%,
50 mL bufer 1 x TAE. Vortex, alat sentrifugasi, Single Dry Block
Heater, Ratex Instrument, satu set alat elektroforesis dan
microwave.

Cara Kerja

Campuran untuk RFLP dibuat sebanyak 10uL yang terdiri dari:
1uL 10 x bufer B dalam 1,5 mL tabung Eppendort, kemudian
tambahkan 3,8uL ddH,O, 5pL produk amplifikasi DNA, dan
0,2uL enzim restriksi Sau3Al, divorteks, setelah itu disentrifugasi
dengan kecepatan 12.000 rpm selama beberapa detik (spin down),
kemudian diinkubasi pada Single Dray Block Heater, Ratex
Instrument pada suhu 37°C selama 4-5 jam. Untuk mengetahui
apakah proses digesti berlangsung dengan baik, digunakan 2,5
uL DNA petanda A DNA/Ava II (Promega, Madison, USA).
Pada DNA yang telah dipotong dengan enzim restriksi, dilakukan
elektroforesis gel agarosa 2%. Timbang agarosa 2% lalu tambahkan
50 mL bufer 1 x TAE, kemudian dicampur dan dipanaskan
dalam microwave selama 1-2 menit sambil diaduk hingga gel
agarosa mendidih dan homogen. Setelah itu tambahkan ethibium
bromida sebanyak 10 uL dan diaduk hingga merata.

Kemudian tuangkan ke dalam cetakan agar yang telah disisipkan
sisir untuk membentuk sumur-sumur (wells). Setelah itu biarkan
agarosa membeku selama 45 menit — 1 jam, pindahkan gel agarosa
ke dalam alat elektroforesis sub marine yang berisi bufer 1 x 77is
Acetate-EDTA (TAE). Masukkan campuran produk RFLP 5 uL
tambahkan 3 pL Joading buffer, kemudian dimasukkan ke dalam
sumur-sumur pada gel agarosa. Setelah itu alat elektroforesis



dijalankan (running) pada tegangan 80-100 Volt selama 30-45
menit. Sebagai petanda berat molekul (marker) digunakan 2,5
uL A DNA/ Ava Il (New England BioLabs, Beverly, USA).
Pemisahan pita-pita DNA produk DNA yang telah dipotong,
kemudian divisualisasikan pada gel dokumen (Bio Rad Gel Doc
1000) dengan menggunakan sinar UV. Pita-pita DNA sampel
dibandingkan dengan DNA petanda berat molekul A DNA/Ava
IT dan dianalisis ada tidaknya mutasi yang terjadi.

8. Sekuensing Produk PCR

a. Bahandan Alat
Bahan-bahan untuk keperluan purifikasi dan sekuensing DNA
meliputi bufer PB (QIAgent °), bufer elusi EB (QIA gen °, gel
agarose 1% (w/v), etanol absolut, premix (Am/i7ag, ANTP dan
ddNTP yang telah mengandung senyawa berfluoresens), primer
(4 pmol/ pL), natrium asetat, loading buffer (50 mg/mL) blue
dextran dalam larutan EDTA 25 mM yang mengandung
dimetilformamida dengan nisbah (1:5), TBE (Tris Borat EDTA),
akrilamida 40% yang mengandung 4% bisakrilamida, Temed
(N, N, N, 'N’-tetrametiletilendiamina) dan 10% APS (amonium
persulfat).

b. CaraKerja
Produk PCR yang telah dipurifikasi kemudian disekuensing
dengan dideoxy termination method (Sanger, 1977).

9. Purifikasi DNA untuk Dilakukan Sekuensing

Pita DNA hasil RFLP dipurifikasi dengan menggunakan prosedur
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen °. Metode purifikasi DNA
dipengaruhi oleh DNA produk PCR yang dihasilkan. Jika produk
PCR masih mengandung pita DNA yang tidak spesifik, maka
purifikasi dilakukan dengan metode ekstraksi gel Produk PCR yang
mengandung fragmen DNA yang tidak spesifik dipisahkan dengan
gel agarosa 1%. Sebanyak 150 mg gel agarosa dimasukkan ke dalam
tabung eppendorf, lalu ditambahkan 500 pL bufer QG (volume
potongan 3 kali berat gel adalah 100 mg yang setara dengan 100 pL).
Setelah itu diinkubasi pada suhu 50 °C selama 10 menit (sambil
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dikocok setiap 2 menit) agar gel benar-benar terlarut. Sebanyak 150
uL Isopropanol ditambahkan ke dalam larutan dan dicampur
dengan baik.

Kemudian larutan dipindahkan ke dalam Qiagen column, dan
disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm selama 1 menit. Supernatan
dibuang kemudian ditambahkan 750 pL bufer QG dan disentrifugasi
pada kecepatan 12000 rpm selama 1 menit di suhu kamar. Larutan di
dalam tabung dibuang, ditambahkan 750 pL bufer dan disentrifugasi
pada kecepatan 12000 rpm selama 1 menit. Larutan di dalam tabung
dibuang, kemudian tabung tersebut disentrifugasi pada kecepatan
12000 rpm selama 1 menit, pada suhu kamar kemudian dicuci. Setelah
itu ditambahkan larutan elusi 10 pL bufer EB atau TE dan didiamkan
selama 2 menit pada suhu kamar serta disentrifugasi kembali pada
12000 rpm selama 1 menit, pada suhu kamar. Larutan fragmen DNA
yang sudah dipurifikasi siap untuk digunakan. Untuk mendapatkan
produk purifikasi DNA yang lebih baik, maka bufer TE atau EB
dipanaskan terlebih dahulu pada suhu 50-55 °C, selama 1 menit.

10. Sekuensing DNA

a. Bahan dan Alat
DNA produk PCR yang telah dipurifikasikan, primer eba-3F (2
pmol), 3 uL bigdye = Terminator v 3.1 Cycle Sequencing kit
terdiri dari: ddNTPs berlabel fruorosensi, dNTPs, AmpliTaq
DNA polymerase, MgCl, dan Tris HCI pH 9.0 (AIB Applied
biosystem, USA) dan 3 uL ddH,O.

b. CaraKerja
Sekuensing DNA dilakukan dengan menggunakan metode dye
terminator cycle dengan amplifikasi PCR. Reaksi ini dilakukan
dengan mencampurkan 3 pL sampel DNA produk PCR yang
telah dipurifikasikan, ditambahkan 1 pL primer eba-3F (2 pmol),
3 uL bigdye Terminatorv 3.1 Cycle Sequencing kit terdiri dari:
ddNTPs berlabel fruorosensi, ANTPs, AmpliTag DNA polymerase,
MgCl, dan Tris HCl pH 9.0 (A/B Applied biosystem, USA) dan
3 puL ddH,0, dicampur kemudian dilakukan PCR. Kondisi PCR
yang digunakan untuk siklus sekuensing meliputi siklus denaturasi
96 °C selama 3 menit, dilanjutkan dengan siklus berikut, denaturasi



pada 96 °C selama 10 detik, annealing 50 °C selama 5 detik dan
ekstensi 60 °C selama 4 menit sebanyak 25 siklus. Setelah siklus
terakkhir, dilakukan ekstensi tambahan selama 4 menit pada
suhu 60 °C. Sementara suhu penyimpanan pada mesin PCR
setelah reaksi PCR selesai adalah pada suhu 4°C (Gambar 6).
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Gambar 6 . Kondisi PCR sekuensing

Tabel 2. Primer yang digunakan untuk sekuensing amplikon

Primer Sekuens
Eba-3F 5 - GAA AAC ACT GAA ATA GCA CA-3

11. Presipitasi DNA

a.

Bahan dan Alat

DNA hasil PCR sekuensing, etanol absolut, natrium asetat
(CH,COONa) 3 M dengan pH 5,2, etanol 70%. Tabung Eppendort
1,5 mL, kotak es, DNA Speed vac DNA 110, Alat sentrifugasi,
vortex, finnpipette ukuran 0,5-10uL (Socorex) dan 20-50 pL.

Cara Kerja

DNA hasil PCR sekuensing 10 pL, dipresipitasi dengan etanol
yaitu dengan menambahkan 25pL etanol absolut dan 1pL natrium
asetat (CH;COONa) 3 M dengan pH 5,2 ke dalam 10 pL reaksi
PCR sekuensing, dan, divorteks hingga homogen. Lalu diinkubasi
selama 10 menit di dalam es, kemudian tabung Eppendorf
disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 20 menit
pada suhu 4 °C. Supernatan dibuang, endapan dicuci dengan
250uL etanol 70%. Lalu disentrifugasi dengan kecepatan 1200
rpm selama 10 menit pada suhu 4°C. Supernatan dibuang dan
endapan dikeringkan dengan menggunakan DNA Speed vac DNA
110 selama 7 menit. Hasil presipitasi ini, jika tidak digunakan
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12.

dapat dibungkus dengan aluminium foil dan disimpan pada
suhu sampai -20 °C.

Elektroforesis Gel Poliakrilamid 4%

Bahan dan Alat

Gel poliakrilamida terdiri dari: 18 gram urea, 5 mL stok
akrilamida (40% akrilamida dan bisakrilamida 5%), 0,5 gram
kristal resin dan 25 mL ddH,O steril, Joading dye, larutan bufer
TBE 10 x (Tris asetat borat 0,09 M, £DTA 0,002 M, pH 8,0)
dalam ddH,O, APS 10% yang baru, 7EMED. Filter yang pori-
porinya berdiameter 0,2 mikron, mesin automated DNA Sequencer
ABI Prism 37, pompa vakum, cetakan gel yang berupa dua
buah lempengan kaca dan syringe 50 mL.

Cara Kerja

Produk PCR sekuensing yang telah dipresipitasi dengan etanol,
ditambah 3uL Joading dye dan dielektroforesis dengan gel
poliakrilamida 4%. Komposisi gel poliakrilamida terdiri dari: 18
gram urea, 5 mL stok akrilamida (40% akrilamida dan bisakrilamida
5%), 0,5 gram kristal resin dan 25 mL ddH,O steril. Campuran
itu dilarutkan selama 10 menit dan disaring dengan filter yang
pori-porinya berdiameter 0,2 mikron lalu dilakukan degas
dengan menggunakan pompa vakum yang diberi tekanan sebesar
20 mmHg selama 10 menit. Kemudian campuran ditambah 5
mL larutan bufer 7BE 10 x (Tris asetat borat 0,09 M, EDTA
0,002 M, pH 8,0) dalam ddH,O sampai volumenya mencapai 50
mL.dan ditambahkan APS 10% yang baru dibuat sebanyak 250
uL serta 35 uL 7EMED agar terjadi polimerisasi. Campuran
tersebut harus segera disuntikkan ke dalam cetakan gel yang
berupa dua buah lempengan kaca dengan syringe 50 mL dan
dibiarkan membeku selama 2-3 jam. DNA dipanaskan pada
suhu 90 °C selama 2 menit. Setelah itu sampel dimasukkan ke
dalam es. Kemudian dimasukkan ke dalam sumur-sumur pada gel
poliakrilamida 4%. Elektroforesis dilakukan dengan menggunakan
mesin automated DNA Sequencer ABI Prism 377 selama 7-8 jam.



13. Analisa Data

Uji statistik yang digunakan dalam temuan ini adalah Perason
chi-Square. Dari hasil analisis temuan dibuat dalam bentuk tabel dan
diberi narasi, sehingga dapat diketahui alel dimorfik gen eba-175
Plasmodium falciparum apa yang lebih dominan dari malaria
falciparum berdasarkan manifestasi klinis asymptomatik dan
symptomatik.

14. Etika Penelitian
Temuan ini menghargai apa yang menjadi hak pasien, untuk itu

prinsip etika diterapkan sebagai berikut:

a.  Respect for Persons
Temuan menghargai harkat dan martabat manusia, otonomi,
perbedaan nilai kultur dan menjamin kerahasisaan pasien.
Untuk hal ini perlu ada persetujuan pasien setelah penjelasan.

b. Benefience
Benefience adalah suatu keadaan yang tidak merugikan pasien.
Temuan dalam tulisan ini lebih banyak manfaat daripada me-
rugikan. Temuan ini memaksimalakan manfaat dan meminimal-
kan risiko dengan telaah hasil temuan terdahulu.

c.  Justice (berlaku adil)
Temuan berlaku adil tanpa membedakan antar pasien, dan
semua pasien akan mendapat perlakukan yang sama.
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- Plasmodium Falciparum

Penyebab Malaria

Falciparum

A. Biologi Parasit Malaria

Penyakit malaria disebabkan oleh protozoa bersel tunggal dari

genus Plasmodium spp. Pada manusia, terdapat 4 macam spesies yaitu:

1.

2.
3.
4

Plasmodium falciparumyang menyebabkan penyakit malaria tropika;
P. vivax menyebabkan penyakit malaria tertiana;
P. ovale menyebabkan penyakit malariae (malaria oval);

P. malariae menyebabkan penyakit malaria kuartana (Gandahusada,
2000).
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B. Siklus hidup P. falciparum
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Gambar 7. Siklus Hidup P. falciparum.

Untuk kelangsungan hidup P falciparum, parasit malaria
memiliki dua macam siklus kehidupan yaitu siklus yang berlangsung
di dalam tubuh nyamuk Anopheles disebut siklus seksual dan siklus
yang berlangsung di dalam tubuh manusia yang disebut siklus
aseksual (Gandahusada et a/, 2000)

Malaria disebabkan oleh parasit yang dipindahkan dari seseorang
ke orang lain melalui gigitan nyamuk Anopheles betina yang telah
terinfeksi oleh Plasmodijum. Di dalam tubuh manusia, parasit pada
stadium sporozoit akan menyerang sel hati dan berkembang di
dalamnya menjadi bentuk dewasa menjadi skizon eksoeritrositer
yang mengandung beribu-ribu merozoit. Proses ini membutuhkan
waktu 1-3 minggu. Pada akhirnya sel hati yang mengandung skizon
akan pecah sehingga merozoit akan terlepas ke dalam aliran darah dan
kemudian menginfeksi eritrosit untuk memulai siklus pertumbuhan
eritrositer. Di dalam eritrosit, merozoit akan tumbuh menjadi skizon
eritrositer yang pada bentuk matangnya akan mengandung 12-36
merozoit. Eritosit pecah dalam waktu 48 sampai 72 jam, kemudian
merozoit keluar dan menginfeksi eritrosit lain. Gejala-gejala klinis
akan muncul dalam siklus 48 sampai 72 jam. Parah tidaknya gejala
klinis ditentukan oleh banyaknya sel darah merah yang pecah
sehingga menyebabkan anemia dan penglepasan endotoksin parasit



yang mengakibatkan pasien merasa kedinginan hingga menggigil
secara periodik.

Siklus aseksual eritrositer (skizogoni), dapat terjadi berulang-
ulang, tergantung dari respon imun pasien, dan selanjutnya merozoit
dapat kembali memulai proses pertumbuhan seksual untuk berubah
menjadi gametosit (gametocytogenesis). Bila nyamuk Anopheles
mengisap darah penderita malaria, maka pertumbuhan seksual terjadi
di dalam tubuh nyamuk, di mana gametosit jantan dan gametosit
betina akan mengalami pematangan (gametogenesis), gametosit jantan
(mikrogamet) akan mengalami proses eksflagellasi membentuk 8
gamet jantan dan gametosit betina akan membentuk 1 makrogamet.
Selanjutnya makrogamet akan dibuahi oleh mikrogamet dan mem-
bentuk zigot. Zigot di dalam lumen usus nyamuk akan tumbuh men-
jadi bentuk motil yang disebut dengan ookinet yang menembus epitel
usus untuk menetap di atas membran basalis. Selama 1-2 minggu,
ookinet akan tumbuh menjadi ookista matang yang mengandung
beribu-ribu sporozoit. Ketika ookista pecah sporozoit akan terlepas
ke dalam haemokoel, dan bergerak ke bagian anterior dan menyerang
kelenjar ludah (salivary gland). Selama proses blood feeding di mana
nyamuk memerlukan darah lagi, dan sporozoit yang ada dalam
kelenjar ludah nyamuk akan masuk ke aliran darah orang yang digigit.

C. Morfologi Merozoit

Bentuk merozoit adalah oval, memanjang dan kuat. Panjang
merozoit adalah 1.5-2.5 pm, lebarnya 1-2um, tergantung dari spesies.
Plasmodium termasuk sel eukariotik yang memilki inti, kromosom,
mitokondria, retikulum endoplasmik, badan golgi dan ribosom.
Merozoit mempunyai beberapa struktur organel yang spesifik, yang
dapat beradaptasi untuk invasi eritrosit. Dua organel yang berperan
pada proses masuknya merozoit ke dalam eritrosit yaitu rhoptry
yang berbentuk buah pir, dan mikronema terletak di kutub apikal.
Rhoptri merupakan elektron yang tebal ,bagian tubuhnya berikatan
dengan membran yang mengandung matriks yang mengandung
butir-butir kecil. Kedua organel tersebut, bersama dengan struktur
lain, membentuk kompleks apikal yang disebut apicomplexa
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Merozoit juga mempunyai banyak microspheres, yang berbentuk
butiran berikatan pada membran vesikel yang dikenal sebagai dense
bodies. Microspher disebut juga organel electron dense. Bentuk ini
ditemukan diseluruh bagian merozoit.

Hal yang mendasar dari plasma adalah adanya dua membran
lain yang bentuknya seperti sisterna yang rata (kecuali di dalam
kompleks apikal). Membran tersebut sering berkaitan dengan membran
plasma bentuk vesikel, yang menjadi ciri #rjp/e membran merozoit.
Mikrotubul pada membran basal merupakan bagian apikal polar
dekat ujung apikal yang berhubungan dengan filamen (Barnwell dan
Galinski, 1998), Mikrotubul cenderung berada di bagian posterior
bawah vesikel, panjangnya antara 1.5-2,3 merozoit diperlihatkan
pada (Gambar 8).

Vesikel
Mikrotubul Membran sel

Plasma sel (Surface coal)

Polar rings

Rhoptries %

Mikronema
Innere membrane
Dense bodies
(Microsphere)

Mitokondria

Gambear. 8. Diagram struktur merozoit
Sumber: (http://sites.huji.aci/malaria/maps/erythrocytes invasion.path.html

D. Biologi Merozoit

Antigen Duffy merupakan reseptor yang mengenal ligan Dufty
binding protein (DBP). DBP merupakan ligan terpenting dari
merozoit Pvivax untuk menginvasi eritrosit hanya melalui jalur
glikoporin A dan eritrosit yang diinvasi adalah retikulosit.



Tabel 3. Species Plasmodium, reseptor dan ligan

No. Species Reseptor Pejamu Ligan (merozoit)
1 P. falciparum | Glikoforin A (asam sialat) | EBA-175
2 P. vivax Antigen Duffy DBP
3 P. knowlegi Dufty binding protein

Protein EBA-175 merupakan ligan terpenting dari merozoit 2.
falciparum untuk menginvasi eritrosit melalui jalur glikoporin A dan
B dan sel yang diinvasi adalah semua bentuk eritrosit (Miller et a/, 1994).
Hal ini menunjukkan fungsi Interaksi pada tipe receptor-ligand
antara pejamu dan parasit. Kloning dan sekuensing dari gen DBP
dan EBA-175 menunjukkan gambaran conservered antara DBP dan
gen eba-175, termasuk domain transmembran dan domain yang
berikatan dengan reseptor (receptor binding domain). Receptor
binding activity dipetakan pada daerah II yaitu daerah cystein dan
aromatik yang disebut dengan conservered. Daerah II adalah daerah
duplikasi yang terdapat pada EBA-175. Domain transmembran
menunjukkan ligan parasit pada membran yang berikatan dengan
reseptor binding domain yang terpapar pada permukaan merozoit
setelah di sekresi pada mikronema (Wiser dan Spring, 2001).

E. Mekanisme Invasi Merozoit

Parasit menginvasi eritrosit melalui 4 tahap yaitu:
perlekatan merozoit dengan eritrosit;
2. terjadi perubahan bentuk eritrosit yang terinfeksi oleh parasit;
3. invaginasi membran eritrosit di mana parasit melekat dan
selanjutnya terjadi pembentukan kantong merozoit; dan
4. terjadi penutupan kembali membran eritrosit sekeliling parasit
(Gambar 9) (Barnwell dan Galinski, 1998).

Proses menembus eritrosit dimulai dengan orientasi untuk
menghadap merozoit yang berputar sambil mengarahkan ujung
apikalnya pada membran. Kemudian rhoptri mengeluarkan suatu
protein, yaitu rhoptry-assosiated protein, yang akan melubangi
membran eritrosit. Proses ini melibatkan pula beberapa enzim protease
spesifik seperti endopeptidase, chymotripsin-like enzyme dan protease
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inhibitor. Selanjutnya merozoit masuk melalui proses endositosis
dan setelah itu dinding akan menutup kembali. Keseluruhan proses
berlangsung dalam waktu 30 detik. Reseptor pada eritrosit yang
diperlukan untuk perlekatan parasit dengan membran eritrosit
berbeda-beda untuk masing-masing spesies misalnya untuk 2. vivax
diperlukan antigen Duffy yaitu suatu reseptor yang berfungsi
sebagai kemokin pada permukaan eritrosit, sedangkan pada 2.
falciparum diperlukan glikoforin A (Barnwell dan Galinski,1998 ).

Setelah masuk ke dalam eritrosit, merozoit bentuknya mem-
bulat dan seluruh organelnya hilang. Parasit berada dalam membran
vakuola parasitophorous dan tampak berbentuk cincin. Parasit terus
tumbuh membesar dan bergerak secara amuboid. Setelah 12-24 jam
gerakan melambat, vakuola menghilang dan tampak pigmen hematin
pada sitoplasma yang merupakan sisa penguraian Hb dari eritrosit.
Parasit kemudian berbentuk seperti sel tunggal yang disebut tropozoit.
Berikutnya terjadi pembelahan nukleus/inti beberapa kali dan terus
berlangsung sampai parasit menjadi dewasa. Selanjutnya terjadi proses
skizogoni dengan pembentukan beberapa merozoit. Keseluruhan
siklus aseksual eritrosit ini disebut periodisitas skizogoni yang lamanya
berbeda-beda pada masing-masing spesies yaitu 48 jam untuk 2. vivax,
P. ovale, dan P. falciparum serta 72 jam untuk P. malariae (Barnwell
dan Galinski, 1998)

Pertumbuhan parasit yang pesat membutuhkan bahan glukosa/
fruktosa, serta asam amino seperti glutamat, aspartat, alanin, leusin
dan metionin, beberapa vitamin seperti kalsium pantotenat, pABA,
asam folat, serta purin dan pirimidin. Setelah parasit memasuki
eritrosit tampak peningkatan metabolisme sel yang terinfeksi, ditandai
oleh peningkatan masukan bahan-bahan nutrien seperti asam amino
dan asam-asam organik. Parasit mendapat makanan dari sitoplasma
eritrosit yang masuk melalui sitosol, kemudian parasit ini akan
mencerna sitosol eritrosit tersebut di dalam vakuola makanan.
Parasit memfagositosis Hb yang kemudian didegradasi oleh enzim
protease dan katepsin G (cysteinyl proteinase, asparthyl proteinase),
dengan hasil sisa digestifnya berupa pigmen hemozoin. Di dalam
eritrosit parasit mensintesis bermacam-macam asam nukleat, protein,



lipid, mitokondria dan ribosom untuk membentuk merozoit baru
(Barnwell dan Galinski, 1998; Aikawa, 1988 ).

Perkembangan parasit di dalam eritrosit menyebabkan perubahan
pada eritrosit yang meliputi 3 hal utama, yaitu pembesaran, per-
ubahan warna menjadi pucat (decolorization) dan stippling (timbulnya
bintik-bintik pada perwarnaan tertentu, misalnya titik-titik Schuffner,
Maurer cleft dan titik-titik Zieman), Perubahan-perubahan ini diduga
akibat adanya transpor protein-protein malaria melalui membran
eritrosit menuju permukaan eritrosit dan hal ini merupakan ciri
khas untuk masing-masing spesies Plasmodium (Aikawa, 1988).

Gambar 9. Proses invasi merozoit ke dalam eritrosit
Sumber:(http://sites.huji.aci/malaria/maps/erythrocytesinvasion.path.html)

Keterangan Gambar: A. Perlekatan awal merozoit dengan eritrosit; B. perubahan
arah orientasi merozoit sehingga bagian kutub apikalnya mengarah ke eritrosit; C.
pembentukan ikatan kuat antara merozoit dengan membran eritrosit melalui
filamen; D. Masuknya merozoit ke dalam eritrosit disertai oleh pembentukan
vakuola parasitophorus (vp); E. Penutupan kembali membran eritrosit; F. Bentuk
genetik merozoit dewasa ke bentuk cincin.
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F. Erythrocyte binding antigen-175 (eba-175)

Parasit malaria menyerang eritrosit pejamu melalui interaksi
antara ligan permukaan merozoit dengan reseptor pada eritrosit
(Bannister dan Dluzewski, 1990; Chitnis, 2001). Antigen eba-175
(Erythrocyte binding antigen-175) pada P. falciparum merupakan
ligan terpenting dari merozoit, yang memperantarai parasit untuk
melakukan invasi ke dalam eritrosit dengan cara berikatan pada
glikoforin A permukaan membran eritrosit (Camus dan Hadley,
1985; Orlandi et al, 1992). Protein EBA-175 dinamakan berdasarkan
ukuran proteinnya yang sebesar 175 kDa dan terletak pada mikronemes
di ujung apikal merozoit (Sim et a/ 1994). Bersama dengan Dufty
binding protein dari P. vivax (PvDBP), protein EBA-175 tergolong
? parasite adhesion molecules” yaitu protein-protein yang berikatan
dengan eritrosit melalui domain Duffy binding like (DBL-EBP)
(Peterson et al 1995). Kelompok protein ini memiliki sifat antara
lain adanya suatu peptida yang merupakan signal pada ujung N
(terminal-N), memiliki suatu domain transmembran dan domain
sitoplasmik yang pendek.

Gen eba-175 merupakan anggota dari kelompok gen erythrocyte
binding like (ebl), terletak di kromosom 7 dan terdiri dari 4 ekson
(Sims et al, 1990; Adams et al, 1992). Ekson satu yang berukuran
besar terbagi menjadi VI daerah dan menyandi dua domain DBL
yang terletak berurutan pada daerah II (F1 dan F2), dan diduga
membentuk domain ligan serta domain c-cys di daerah VI. Kedua
domain tersebut memiliki banyak sistein terkonservasi dan residu
asam amino bersifat sebagai hidrofobik. Kedua domain tersebut
dipisahkan menjadi dua bagian besar oleh alel dimorfik yang sangat
bervariasi pada daerah III (Orlandi ef a41990). Dimorfisme tersebut
memiliki ciri berupa insersi 342 pb pada galur Camp (alel C) atau
423 pb pada galur FCR-3 (alel F) (Dittrich et a/ 2003). Kedua
segmen ini memiliki tingkat homologi yang rendah dan terletak
pada posisi yang sedikit berbeda, di mana alel F terletak pada 273 pb
di bagian upstream (5’) dari alel C. Kedua varian ini sangat ter-
konservasi pada seluruh galur 2. falciparum yang telah diisolasi dan



oleh karena merozoit bersifat haploid maka kedua alel tersebut tidak
pernah ditemukan secara bersamaan pada satu klon parasit.
Relevansi fungsional dari dimorfisme alel C dan F masih belum
diketahui. Namun telah diketahui bahwa IgG manusia mengenali
epitop-epitop pada alel F dan C, meskipun tidak bersifat protektif
terhadap gejala klinis malaria di Gambia (Okenu et a/ 2000).

Alel FCR-3
Domain ekstraseluler
T I ' m-v Y '
Signal Receplor binding Homaologi rendah Kaya cys
S5cys  Scys dcys ™' SRS
F1 F2
Alel CAMP
Domain ekstraseluler
Fyl 1 I m-v T w '
Signal Receptor binding Homologi rendah Kaya cys
{m i
X AR
Scys  Scys Jcys ™ SP S

F1 F2

Gambear 10. Skema diagram dari ekson 1, yang dikode oleh gen eba-175 di
domain ekstraseluler. Alel F dan C merupakan alel dimorfik dari gen eba-175
pada galur FCR-3 dengan kode akses L07755) dan galur CAMP INT dari P.
falciparum dengan kode akses M93397. INT adalah suatu sekuens intervening
conserved yang terletak diantara protein dimorfik (alel F pada terminal C dan
alel C pada terminal N) TM: trans membran. SP: sitoplasmik. S: signal (Okenu
et al, 2003, Dittrich ef a/, 2003).

Analisis genetik populasi 2. falciparum di Sudan menunjukkan
bahwa alel C terdistribusi sekitar 73%, sedangkan di Gambia,
Nigeria, Kamerun, Gabon, Tanzania dan Afrika Selatan lebih dari
70% isolat membawa alel F (Conway et aj, 2000; Binks et a/ 2001).
Distribusi frekuensi alel F dan C bervariasi pada berbagai kelompok
etnik dan daerah geografik, oleh karena itu, diduga bahwa dimorfisme
tersebut di atas dapat mempengaruhi manifestasi klinis dan
menyebabkan penyakit malaria (Cramer et a/ 2004).
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G. Jalur alternatif Invasi Merozoit P. falciparum

Sejumlah penelitian telah menunjukkan bahwa merozoit meng-
gunakan lebih dari satu jalur invasi. Penelitian lain dilakukan untuk
mengetahui variasi eritrosit manusia dengan menggunakan enzim
menunjukkan bahwa ada perbedaan pada isolasi 2. falciparum yang
tidak memiliki residu yang meng-gunakan asam sialat dependen
atau glikoforin A untuk invasi (Dolan et a/, 1990; 1994; Hardley et a/,
1987; Holt et a, 1989; Mitchell et a 1986; Perkins and Holt, 1988; Sim
et al, 1994). Dalam proses invasi, gen eba-175 memiliki 2 jalur yaitu:
1. P falciparum menggunakan residu asam sialat dependen yang

terdapat pada glikoforin A sebagai jalur utama invasi merozoit

ke dalam eritrosit dan interaksi ini diperantarai oleh gen eba-175;
2. Proses invasi merozoit kedalam eritrosit dengan 3 jalur lain, yaitu:

a.  menggunakan glikoforin B dan asam sialat tetapi ligannya

belum diketahui;

b. menggunakan residu asam sialat independen (bukan

residu asam sialat), tetapi jalur ini sensitif terhadap tripsin;

c.  menggunakan analog eba-175, bentuk  dan y dari EBP

(erythrocyte binding protein) yang ditemukan pada 2.
knowlesi (Barnwell dan Galinski, 1998).

Pada reaksi antigen-antibodi mununjukkan bahwa, apabila gen
eba-175 rusak atau dihambat, maka gen eba-175 tidak akan terbentuk,
karena residu asam sialat dependen atau glikoforin A permukaan
eritrosit menjadi rusak. Oleh karena itu diharapkan merozoit tidak
menginvasi eritosit, namun dalam kenyataannya merozoit masih
menginvasi eritrosit, karena dalam proses invasi merozoit masih
memiliki tiga (3) jalur lain selain jalur yang tergantung pada asam
sialat tersebut yaitu jalur yang terdiri dari protein-protein seperti
RAP, MSP1 dan Band -3 (Barnwell dan Galinski, 1998).

H. Ekspresi Protein EBA-175 Selama Daur Hidup
Parasit

Ekspresi protein EBA-175 selama daur hidup parasit ditemukan
pada stadium merozoit dari P, falgparum karena EBA-175 merupakan



protein ligan terpenting dari merozoit. Namun pada kultur parasit 2.
falciparum, protein EBA-175 juga dapat diekspresikan pada stadium
schizont. (Kaneko et al, 2000).

Protein Eba-175 selain sebagai kandidat ligan yang mengivasi
eritrosit, juga diekpresikan pada dua daerah conserved yang kaya
dengan cystein, daerah II dan VI, dari protein yang dapat larut yang
dilabel dengan His polipetida pada kultur sel serangga, dan telah
diuji fungsi eritrosit serta ikatan glikoforin A. Daerah ekstraselular
dari famili erythrocyte binding protein dibagi dalam 6 daerah yang
homolog. Daerah yang diekspresikan pada sel COS adalah hanya
daerah II pada protein EBA-175 dari P. falciparum dan PvDBPyang
berikatan dengan eritrosit (Kaneko et a/ 2000)

Protein EBA-175 diekspresikan pada seluruh galur Plasmodium
secara kuantitatif ekuivalen tidak dipengaruhi oleh kemampuan
galur menginvasi, namun dipengaruhi pada jalur asam sialat (Sim
belum dipublikasi) protein lain dari organel apikal dan merozoit
surface proteins (MSP). Gambaran struktur untuk membandingkan
sekuens alel mayor dimorfik terdapat pada empat protein merozoit
antara lain: EBA-175, MSP1 (Tanabe ef a/ 1987), MSP2 (Smythe et
al, 1989) dan MSP3 (Huber et a, 1997). Setiap panjang segmen yang
disekuens mengandung > 100 asam amino bisa pada satu tipe atau
dua tipe alel mayor dimorfik lain dengan residu yang berbeda >309%.
Hal ini tidak digambarkan untuk protein-protein lain pada tahap
siklus hidup Pfalciparum. Pada penemuan original tentang alel
dimorfik dengan sekuens ekstensif berbeda pada MSP1. Menunjukkan
bahwa kemungkinan adanya fungsi ligan MSP1 pada jalur alternatif
merozoit untuk melakukan invasi (Tanabe et a/ 1987). Dugaan
sementara yang telah disampaikan bahwa dimorfisme terdapat juga
pada protein lain. Merozoit malaria bersifat haploid, demikian
beberapa fungsi yang berbeda antara alel yang menghubungkan
invasi eritrosit diharapkan akan menghasilkan alel yang berhubungan
dengan fenotip khusus invasi (Bink dan Conway, 1999).
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I. Gejala Klinis Malaria Secara Umum

Gejala klinis malaria secara eksklusif terjadi pada stadium
eritrositer. Pasien dengan gejala klinis malaria dapat mengalami
anemia, demam tinggi, gangguan pernapasan, kegagalan ginjal, dan
pada kasus-kasus malaria berat dapat menyerang otak yang dikenal
sebagai malaria serebral. Pada ibu hamil yang terinfeksi malaria,
dapat menyebabkan bayi lahir dengan berat badan rendah atau,
dalam keadaan yang lebih parah, dapat menyebabkan aborsi.

1. Malaria Berat

Malaria falciparum berat adalah penyakit malaria yang disebab-
kan oleh 2. falciparum stadium aseksual yang ditemukan di dalam
darah, disertai oleh salah satu bentuk gejala klinis berikut: malaria
otak dengan koma (unarousable coma), anemia normositik berat,
gagal ginjal, edema paru, hipoglikemi, syok, perdarahan spontan/DIC
(disseminated intravascular coagulation), kejang umum berulang,
asidosis, malaria hemoglobinuria (black water fever), di mana gejala
klinis tersebut bukan disebabkan oleh infeksi bakteri dan atau virus
(Gandahusada et a/, 2000).

Manifestasi klinis lain yang dapat dijumpai (pada kelompok
atau di daerah tertentu) adalah: gangguan kesadaran (rousable),
pasien sangat lemah (pro-strated), hiperparasitemia, ikterus (jaundice)
dan hiperpireksia (Gandahusada et a/, 2000).

2. Malaria Serebral

Malaria serebral adalah malaria yang disebabkan oleh 2.
falciparum yang merupakan penyebab kematian tertinggi (25-50%),
bila dibandingkan dengan bentuk malaria berat lainnya. Gejala
klinisnya dimulai secara lambat atau mendadak setelah gejala awal
berupa sakit kepala, leher kaku, rasa ngantuk, disusul dengan
gangguan kesadaran, mengigau, tertawa terbahak-bahak, kehilangan
perasaan keseimbangan, kelainan saraf dan kejang-kejang yang
bersifat fokal atau menyeluruh. Gejala neurologi yang dapat timbul
antara lain; meningitis, epilepsi, delirium akut, intoksikasi, sengat
panas (heat stroke) (WHO, 2000). Gejala neurologi umumnya
ditemukan pada anak-anak usia muda dan orang dewasa yang tidak



memiliki imunitas tubuh yang dapat berkembang setiap hari,
sehingga mungkin dapat menyebabkan koma. Pasien biasanya
menderita sakit kepala pada pagi hari dan berubah menjadi koma
pada siang hari. Pada kasus yang lebih parah, pasien dapat menjadi
koma setelah 2 jam merasakan sakit kepala.

3. Malaria Anemia

Anemia yang disebabkan oleh infeksi malaria terjadi akibat
adanya proses penghancuran eritrosit dan berkurangnya proses
pembentukan eritrosit (erztropoiesis) sehingga menyebabkan rendahnya
konsentrasi hemoglobin di dalam darah hingga di bawah 50 g/l atau
hematokrit kurang dari 15% T dengan lebih dari 10.000 parasit
terdeteksi per mikroliter darah (Warrell et a/ 1990).

4. Malaria Pada Ibu Hamil

Pada kehamilan, infeksi malaria dapat menyebabkan anemia
pada ibu hamil, keguguran dan kelahiran bayi dengan berat badan
lahir rendah. Infeksi malaria terutama lebih sering pada ibu hamil
pada kehamilan tunggal pertama. Pada kehamilan selanjutnya, ibu
hamil menjadi lebih kebal terhadap infeksi malaria. Hal ini
dimungkinkan karena pada kehamilan pertama telah terbentuk
antibodi spesifik terhadap parasit (Fried and Dulfty, 1996).

J. Faktor-faktor yang Berperan dalam Patogenesis
Malaria

Interaksi antara faktor-faktor pejamu dan parasit turut ber-
peran dalam menimbulkan gejala klinis yang disebabkan oleh infeksi
malaria. Pejamu memiliki kemampuan untuk menghasilkan antibodi,
makrofag, atau komponen imunitas lain yang berfungsi untuk
pertahanan tubuh terhadap infeksi malaria. Selain itu, faktor-faktor
genetik pejamu dapat menyebabkan pejamu resisten terhadap infeksi
malaria, seperti pada kelainan eritrosit thalassemia dan ovalositosis.

Dari segi parasit, salah satu faktor virulensi utama 2. falciparum
ditunjukkan dengan adanya kemampuan untuk mengubah ekspresi
antigen pada permukaan sel darah yang terinfeksi. Sehingga me-
mungkinkan parasit terhindar dari serangan sistem imun pejamu.
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Protein P. falciparum PfEMP-1yang dikode oleh gen var merupakan
protein yang penting. Karena selain merupakan target antibodi,
protein ini juga memperantarai perlekatan (cytoadherence) eritrosit
yang terinfeksi dengan berbagai reseptor yang tersebar di seluruh sel
endotel pejamu (Su et a 1995). Faktor virulensi dari 2. falciparum
antara lain ditunjukkan oleh adanya kemampuan eritrosit yang
terinfeksi untuk membentuk aglutinasi eritosit terinfeksi lainnya
dengan cara melekat pada eritrosit yang tidak terinfeksi (rosetting).
Sekuestrasi eritrosit yang terinfeksi pada pembuluh darah berbagai
organ diyakini berperan dalam patogenesis penyakit malaria karena
selain menyebabkan terhambatnya aliran darah pada pembuluh-
pembuluh darah pada berbagai organ, perlekatan eritosit juga
memicu terjadinya reaksi imun pada pejamu.

Faktor-faktor parasit lain yang mungkin juga berperan pada
patogenesis malaria adalah jenis spesies dan galur Plasmodium yang
menginfeksi manusia, seperti adanya polimorfisme pada gen msp
(Snounou ef a/, 1999). Namun, hipotesis mengenai hubungan antara
beberapa galur P. falciparum penyebabkan penyakit malaria berat
masih diperdebatkan (Gupta ef a/, 1994). Studi di Senegal dan Kenya
tidak menemukan adanya hubungan yang bermakna antara genotip
dari galur parasit tertentu dengan gejala klinis atau infeksi tanpa
gejala (asimptomatik) (Contamin et aj 1995, Ntoumi et a/ 1995,
Roberth et a, 1996, Kyes et al, 1997). Di Senegal dan Kenya analisis
genotip dengan menggunakan alel IC1 pada gen msp-2 sebagai
petanda dalam kaitannya dengan gejala klinis menunjukkan bahwa
prevalensi alel IC1 ditemukan lebih tinggi pada kasus malaria berat
dibandingkan dengan malaria ringan (Robert et a 1996). Sedangkan
laporan lain menunjukkan bahwa tipe alel FC27 banyak terdapat
pada kasus-kasus tanpa gejala klinis (Ntoumi ef a/ 1995), meskipun
pada studi lain di Papua New Guinea, melaporkan bahwa alel FC27
lebih banyak ditemukan pada kasus-kasus malaria dengan gejala klinik
dibandingkan pada malaria tanpa gejala (Engelbrecht et a/ 1995).

1. Patogenesis Malaria
Sekuestrasi sel parasit stadium tropozoit dan skizon pada dinding
pembuluh darah vena berbagai organ merupakan suatu hal yang



umum dijumpai pada infeksi yang disebabkan oleh P. falciparum.
Sekuestrasi ini memungkinkan parasit untuk menghindar dari
sistem imun pejamu dan merupakan faktor utama penentu virulensi
P. falciparum. Gejala sekuestrasi juga dapat menyebabkan kerusakan
metabolik pada tubuh pejamu dan respon yang berupa inflamasi
pada organ-organ tertentu yang ditimbulkan oleh parasit malaria.

Pemeriksaan histologi pada post mortem pada kasus malaria
serebral menunjukkan adanya penyumbatan pembuluh darah otak
oleh eritrosit yang mengandung parasit (Aikawa ef a/ 1990; MacPherson
et al, 1985). Pada kasus malaria serebral, sekuestrasi pada otak
ditemukan lebih banyak dibandingkan dengan pada organ-organ
lain. Namun hal ini belum dapat menjelaskan spesifisitas sekuestrasi
pada kasus malaria serebral, karena sekuestrasi juga masih dijumpai
pada kasus-kasus malaria non serebral (Gupta and Naraqi, 1992).

Beberapa mediator, seperti sitokin, dapat dijadikan sebagai
indikator untuk kasus malaria berat. Penelitian pada anak-anak yang
meninggal akibat malaria berat di Afrika menunjukkan adanya
peningkatan kadar TNF o (Grau et al 1989; Kwiatkowski et a/
1990). Respon pejamu terhadap infeksi malaria dapat berperan pada
terjadinya malaria serebral dan terjadinya penyakit malaria yang
fatal (Kwiatkowski et af, 1990).

2. Peran Sitoadheren dalam Patogenesis Malaria

Sitoadheren adalah kemampuan eritrosit yang terinfeksi
parasit untuk melekat pada sel-sel endotel pejamu. Fenomena ini
merupakan kunci utama dari virulensi parasit dan berperan dalam
terjadinya gejala malaria berat, termasuk malaria serebral dan
malaria pada ibu hamil. Perlekatan antara eritrosit terinfeksi
dengan sel-sel endotelial pejamu telah dibuktikan berhubungan
dengan gejala klinik yang ditimbulkan oleh infeksi malaria.

Reseptor pada sel-sel endotel pejamu yang berhubungan
dengan implikasi klinis penyakit malaria antara lain CD36 (Cluster
Determinant 36), ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1),
dan CSA (Chondroitin Sulfate-A). CD36 diekspresikan pada trombosit,
monosit/makrofag, prekursor eritrosit muda, dan dalam sedikit
terdapat di dalam sel endotel (Udeinya et aj 1981), CD36 secara
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klinik tidak terdapat pada pasien dengan malaria berat, sehingga
diekspresikan dalam jumlah sedikit pada pembuluh darah otak
(cerebral vessels) (Pasvol et al, 1995). ICAM-1 merupakan anggota
dari superfamili imunoglobulin (Springer, 1990) dan diekspresi-
kan pada pembuluh darah organ-organ seperti otak, hati, ginjal
dan paru (Newbold et a41997). CSA banyak diekspresikan di
plasenta dan telah ditunjukkan memperantara perlekatan sel darah
merah terinfeksi oleh parasit pada plasenta (Fried dan Duffy, 1998).

Isolat parasit dari pasien umumnya memiliki kemampuan untuk
melekat pada reseptor CD36 (Ockenhouse et al, 1991). Sedangkan
isolat yang berasal dari pasien dengan malaria serebral di Kenya
menunjukkan kemampuan untuk melekat secara in vitro pada
ICAM-1 (Newbold et a/, 997). Studi pada postmortem menunjukkan
hubungan yang bermakna antara lokalisasi sel darah merah ter-
infeksi dan peningkatan ekspresi /CAM-1 pada pembuluh darah
otak (Turner ef a/, 1994). Namun, penelitian lain tidak menemukan
adanya hubungan antara malaria berat dengan kemampuan parasit
untuk melekat pada /CAM-1 (Rogerson et al, 1999). Isolat parasit
yang diperoleh dari plasenta yang terinfeksi malaria memiliki
kemampuan untuk melekat pada CSA jika dibandingkan dengan
isolat yang berasal dari individu dewasa dan anak-anak (Fried dan
Dufty, et a/, 1998; Beeson et al, 1999; Rogerson, 1999).

K. Faktor Lingkungan

Keadaan lingkungan mempunyai pengaruh yang besar terhadap
keadaan malaria keadaan yang dibutuhkan. Perubahan lingkungan
akan mempengaruri tempat perindukan vektor yang berdampak pada
positif atau negatip terhadap keadaan malaria di suatu daerah. Faktor
lingkungan dapat dikelompokkan menjadi tiga kelompok, yaitu:

1. lingkungan fisik meliputi; suhu udara, kelembaban udara,
hujan, angin, sinar matahari dan arus air;

lingkungan kimiawi;

lingkungan biologik (flora dan fauna);

lingkungan di suatu daerah.



Pengaruh iklim penting sekali terhadap ada atau tidaknya
malaria. Di daerah yang beriklim dingin, transmisi malaria hanya
mungkin terjadi pada musim panas, juga masa inkubasinya dapat
terpengaruh oleh iklim. Di daerah pegunungan yang tinggi pada
umumnya bebas malaria. Nyamuk berkembang biak dengan baik,
bila lingkungannya sesuai dengan sosial budaya. Suhu, udara,
kelembaban dan curah hujan merupakan faktor penting untuk
transmisi penyakit malaria (Departemen Kesehatan RI, 1999;
Gandahusada, 2000).

L. Geografi dan Populasi di Kabupaten Jayapura

Wilayah Kabupaten Jayapura memiliki luas 17.514 km2 (UU
No. 26 Tahun 2002). Menurut sensus penduduk tahun 2000, jumlah
penduduk Kabupaten Jayapura 91.233 jiwa (UNDP, 2005). Kabupaten
Jayapura terletak di koordinat 137° BT -141° BT dan 1°LS-3°LS
(http//wikipedia.org/wiki/Kabupaten Jayapura). Batas administrasi
Kabupaten Jayapura adalah:
1.  sebelah utara berbatasan dengan samudera Pasifik;
2. sebelah Selatan berbatasan dengan Kabupaten Jayawijaya;
3. sebelah Timur berbatasan dengan Papua New Guinea (PNG)
dan Kota Jayapura;

4.  sebelah Barat berbatasan dengan Kabupaten Yawa dan Pania.

Kabupaten Jayapura terbagi menjadi 24 distrik, 261 desa dan 7
kelurahan. Distrik terkecil adalah distrik Sentani dan Sentani Timur.
Secara fisik terbagi atas daratan dan rawa (146,575 ha) dan tersebar
di beberapa wilayah yakni sungai yang melintasi Kabupaten Jayapura
berjumlah 21 buah dan sebagian besar menuju ke pantai Utara
(samudera pasifik) yang pada umumnya dipengaruhi oleh fluktuasi
curah hujan. Iklim di wilayah Kabupaten Jayapura adalah iklim
tropis, dengan kisaran temperatur 25-35°C. Di daerah pantai
temperaturnya bervariasi sesuai dengan ketinggian dari permukaan
air laut. Perbedaan musim hujan dan musim kering hampir tidak
ada karena pengaruh angin. Pada bulan Mei sampai November
angin bertiup dari Tenggara yang kurang mengandung uap air,
sedangkan bulan Desember sampai April bertiup angin musim barat
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laut yang banyak mendatangkan hujan. Curah hujan berkisar antara
1500-6000 mm/tahun. Curah hujan tertinggi terjadi di pesisir pantai
Utara, sedangkan curah hujan terendah di daerah pedalaman
(sekitar wilayah Kemtuk gresi sampai Nimboran diperlihatkan pada
(Gambar 1).

Vektor utama di Irian Jaya (Papua) adalah Anopheles farauri,
An. punctualtus dan An.bancrofti sedang An. kawari dan An.
koliensis merupakan vektor sekunder (Gandahusada et a/ 2000).

Tabel 4.Data kunjungan pasien dari pusat pelayanan kesehatan masyarakat
tahun 2005 di Kabupaten Jayapura (Dinkes, 2005)

No. Pusat pelayanan Jumlah kasus | Frekuensi
kesehatan masyarakat malaria (%)
1 RSUD Jayapura 37,33 58,7
2 RSUD Abepura 12,76 20,1
3 Puskesmas Hamadi 13,50 21,2
4 Total 63,59 100,0

M. Pengobatan Malaria

Pasien malaria di Indonesia, baik yang telah dikonfirmasi
melalui pemeriksaan mikroskopis maupun diagnosis klinis, umumnya
diobati dengan pengobatan standar klorokuin (25 mg base/kg berat
badan dibagi dalam 3 dosis selama periode 72 jam). Terapi ini diikuti
dengan pemberian primakuin 15 mg setiap hari selama 2 minggu
untuk infeksi 2. vivax atau dosis tunggal primakuin 45 mg untuk 2.
falciparum. Pada kasus kegagalan obat, suatu formulasi standar
sulfadoksin-pirimetamin akan diberikan sesuai petunjuk Departemen
Kesehatan (Syafruddin et a/ 2003).

Di Indonesia obat sulfadoksin-pirimetamin ini tersedia dalam
bentuk tablet yang diberikan per oral. Satu tablet mengandung 500
mg sulfadoksin atau sulfalen dan 25 mg pirimetamin. Obat ini tidak
dapat diberikan kepada bayi. Sulfadoksin-pirimetamin tidak digunakan
untuk pengobatan profilaksis tetapi dapat digunakan secara intermiten
untuk pengobatan profilaksis ibu hamil (WHO,1995). Dosis untuk
pengobatan radikal malaria falciparum tanpa komplikasi yang resisten
terhadap klorokuin adalah setara dengan dosis pirimetamin 1,25



mg/kg BB, maksimum 3 tablet untuk orang dewasa dengan dosis
tunggal (Departemen Kesehatan RI, 1991). Kadar SP dalam tubuh
dan waktu paruh obat SP mempengaruhi tingkat efektivitas untuk
mengatasi parasit yang ada. Pada penelitian in-vivo didapat T2
pirimetamin bervariasi antara 40-150 jam (nilai rerata 96 jam) lebih
pendek dari T% sulfadoksin antara 113-226 jam (nilai rata-rata 184
jam) (Wang et a/, 1999; Watkins et al, 1993).

Resistensi terhadap obat antimalaria didefinisikan sebagai
kemampuan suatu galur parasit untuk bertahan hidup dan/atau
berkembang biak pada pemberian dan absorbsi obat dengan dosis
setara atau lebih tinggi dari dosis yang direkomendasikan, tetapi
masih dalam batas toleransi pasien (WHO, 1973). Karakterisasi
parasit yang resisten diawali dengan kasus gagal obat yang jelas, di
mana diagnosis klinis, parasitemia dan kadar darah metabolit obat
tersebut telah diketahui. Analisis in vitro pada isolat parasit malaria
yang diperoleh dari kasus tersebut harus dilakukan untuk men-
dapatkan nilai-nilai /Cj, atau MIC dari obat tersebut untuk men-
dapatkan status jelas dari resistensi tersebut.

Resistensi malaria falciparum terhadap klorokuin pertama kali
dilaporkan pada dua daerah hiperendemik malaria di Asia Tenggara
dan Amerika Selatan pada akhir tahun 1950-an (Harinasuta et a/
1961; Young and Moore, 1961). Selanjutnya menyebar secara cepat
ke seluruh bagian dunia. Dengan meluasnya resistensi terhadap
klorokuin, suatu obat kombinasi sulfadoksin-pirimetamin diperkenalkan
pada tahun 1977 di perbatasan antara Thailand dan Kamboja.
Namun, resistensi terhadap obat ini segera muncul. Seiring dengan
gagalnya penggunaan kina dan meflokuin di daerah ini pada tahun
1980 dan 1985, terdapat beberapa bukti yang menunjukkan telah
munculnya galur-galur 2. falciparum dengan resistensi ganda
(multiple drug resistance) di mana pada kasus-kasus tersebut obat
artemisinin dan obat kombinasi berbasis artemisinin merupakan
pilihan pengobatan satu-satunya (Syafruddin et a/ 2003).
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1. Biosintesis Folat Pada Plasmodium spp

Asam folat dibutuhkan oleh 2. falciparum dalam bentuk 5 metil
tetrahidrofolat untuk pembentukan purin (guanin dan sitosin) dan
pirimidin (timin) dan berbagai asam amino yang diperlukan untuk
pertumbuhan 2. falciparum. Enam enzim terbesar yang bekerja
pada jalur sintesis pada berbagai spesies Plasmodium yaitu: GTP
siklohidrolase, 6-hidroksimetil 7,8 dihidropteridinpiro-fosfokinase
(PPPK), dihidropteroat sintetase (DHPS) dan dihidrofolat reduktase
(DHFR) (Gambar 2.5). Enzim DHFR dan DHPS merupakan target
dari kemoterapi obat malaria antifolat (Sherman et a/ 1998 dan
Sibley et a/, 2001).

DHPS pada P. falciparum merupakan domain dari protein atau
enzim dwifungsi, yang merupakan gabungan dengan enzim 6-
hidroksimetil-7,8-dihidropteridin pirofosfokinase (PPPK) pada ujung
C dari enzim DHPS (Sibley et a/ 2001; Mboumba et a/, 2001). Gen
DHPS-PPPK terletak pada kromosom 8 2. falciparum dengan berat
molekul sebesar 68 kDa (Triglia dan Cowman, 1994). Dalam jalur
biosintesis folat enzim DHPS diperlukan untuk mengsintesis 7,8-
dihidropteroat dari 2 amino-4 hidroksi-6 hidroksimetil-7,8-
dihidropteridin difosfat dab pABA ( Triglia et al, 1998).

Dalam jalur biosintesisfolat, enzim DHFR diperlukan untuk
mereduksi 7,8dihidrofolat menjadi tetrahidrofolat. Pada protozoa
termasuk di dalamnya 2. falciparum, enzim DHFR merupakan domain
dwifungsi dan termasuk di dalamnya enzim timidilat sintetase (Foote
dan Cowman, 1994; Sibley et a/ 2001). Aktifitas enzim DHFR pada
P. falciparum adalah untuk mengkatalisis langkah selanjutnya dalam
jalur folat dan mengontrol siklus timidilat (Wooden et a/ 1997;
Sherman, 1998).
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Gambar 11. Jalur sintasis tetrahidrofolat pada P. falciparum

Keterangan: Panah tebal adalah jalur sintesis de novo dan panah terputus-putus

adalah jalur sintesis salvage (Cowman, 1998).
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Gambar 12. Skema dihidrofolat menjadi tetrahidrofolat. DHF: dihidrofolat,
menjadi tetrahidrofolat (THF) oleh enzim DHFR. THF digunakan sebagai
kofaktor dalam jalur biosintesis dari deoxythymidine monophoshphate (dTMP)
dan metabolit lain seperti adenin, histidin dan metionin (Wooden et 2/ 1997)

2. Asam Folat

Asam folat merupakan vitamin yang dikelompokkan ke dalam
kelompok vitamin B. Dalam asam folat, asam glutamat terikat sebagai
peptida dengan asam p- amino benzoat, yang pada gugus N tersulih
dengan 2 amino-4- hidroksi-6-metil pteridin (Mutscher, 1991).

Asam folat
OH-
| a%
C Ne : H
S \%/ \’CIZ—CH,—E—@—C-—E—?—CH,—CH,—COOH
[ 3
H,N--C C CH COOH
b \N/ \Né
Turunan Asam Asam glutamat
pteridin p-aminobenzoat

Gambar 13. Struktur Asam folat (Lehninger, 1997)

Di dalam organisme, asam folat dengan bantuan asam askorbat
akan direduksi menjadi asam tetrahidrofolat, yang merupakan zat
pembawa yang penting untuk gugus hidroksimetil (formadehida
yang diaktifkan) dan gugus formil (asam format yang diaktifkan),
sehingga bertindak sebagai satuan satu karbon. Formaldehid yang
diaktifkan terbentuk dari serin dan pembentukan glisin akan mem-



bebaskan formadehid yang ditambahkan pada N-10 dari asam
tetrahidrofolat. Pada asam format yang diaktifkan, gugus hidroksimetil
akan dihidroksi menjadi formil oleh NADP (nikotinamida adenin-
dinukleotida-fosfat).

Formaldehida yang diaktifkan, dari desoksiuridin-5’-fosfat akan
terbentuk timidin-5’-fosfat, yang merupakan suatu kerangka penting
dari asam deoksiribonukleat. Asam format yang diaktifkan diperlukan
untuk membentuk purin nukleotida. Pada sintesis cincin imidazol
dan cincin pirimidin masing-masing akan masuk satu satuan karbon
(Mutschler, 1991). Fungsi asam folat di dalam parasit malaria adalah
sebagai substrat yang mengikat enzim dihidrofolat reduktase dan
kemudian enzim ini dihambat oleh obat antimalaria pirimetamin
dan sikloguanil sebagai inhibitor, sehingga parasit tidak dapat
berkembang di dalam darah manusia (Siwaraporn et a/, 1997).

3. Efek Folat

P. falciparum selain memiliki jalur folat de novo, juga dapat
menggunakan folat eksogen (sa/vage patway) yang dalam keadaan
normal terdapat di dalam serum manusia dengan konsentrasi fisiologis
12-45 uM. Berbeda dengan bakteri yang hanya menggunakan jalur
folat de novo dan tidak mempunyai sa/vage patway. Kemampuan 2.
falciparum menggunakan folat eksogen sangat kompleks, karena ter-
gantung dari P, falciparum. Hal ini dijelaskan oleh (Wang et a/ 1999).

4. Sulfadoksin, p ABA dan Asam Folat Eksogen

Dalam jalur sintesis dihidrofolat, enzim DHPS dan pABA
mengkatalisis 7,8-dihidropterin menjadi dihidropteroat (Gambar 11).
Pada uji in-vitro sulfadoksin, dilaporkan bahwa medium yang ditambah
dengan pABA memperlihatkan adanya hambatan pertumbuhan
parasit. Namun bila medium ditambahkan dengan asam folat, maka
pertumbuhan parasit tidak dapat dihambat. Dikatakan bahwa parasit
menggunakan folat eksogen tanpa melalui enzim DHPS untuk mem-
bentuk dihidrofolat, dengan demikian maka jalur folat de novo tidak
digunakan lagi. Secara in-vivo, tingkat konsentrasi pABA sangat
bervariasi dari satu individu dengan individu lainnya, akan tetapi
kadar folat yang terdapat pada plasma manusia lebih besar pengaruhnya
terhadap hasil terapi antifolat daripada pABA (Wang et a/, 1999).
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1. WNO s ; Asam p- amino benzoat
/N o
2 O”" @\N Sulfadoksin

Dapson
Gambar 14. Struktur p-ABA, sulfadoksin dan dapson (Cowman, 1998)

5. Pirimetamin dan Efek Folat

Konsentrasi fisiologis folat dalam plasma manusia normal
berkisar antara 12-45 nM, dan sebagian besar folat dalam bentuk 5-
metiltetrahidrofolat. Penelitian tentang pengaruh pirimetamin terhadap
efek folat menunjukkan bahwa pirimetamin pada kadar 100 nM
mampu bekerja secara antagonis untuk membentuk asam folat secara
sempurna. Pada jalur de novo sulfadoksin bekerja dibantu oleh enzim
DHPS untuk mensintesis folat (Wang et a/ 1990). Efek sinergis akan
terlihat pada kedua obat sulfadoksin/pirimetamin yang dikombinasi
untuk menghambat pembentukan asam folat dengan mengikat enzim
DHPS dan DHFR pada parasit (Gambar 13) (Triglia et a/ 1998;
Sibley et a/ 2001; Sims etal, 1999, Wang et al, 1999).
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Gambear 15. Struktur folat, cycloguanil dan pirimetamin (Cowman, 1998)
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Gambar 16. Mekanisme kerja sulfadoksin/pirimetamin pada jalur biosintesis
folat de novo dan folat eksogen. Garis putus-putus merupakan jalur folat
eksogen. Garis tebal datar menunjukkan titik inhibisi. DHF: dihidrofolat, THF:
tetrahidrofolat, SDX: sulfadoksin, PYR: pirimetamin. (Wang et al, 1999)
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6. Efek Inhibisi Enzim DHFR dan Enzim DHPS pada

Plasmodium

Efek inhibisi enzim DHFR dan enzim DHPS adalah untuk
menghambat jalur biosintesis folat (Hankins et a/ 2001) dengan
menurunkan produksi kofaktor tetrahidrofolat (Sherman, 1998).
Kofaktor folat ini diperlukan untuk mengantar unit C-1 ke seluruh
reaksi yang terlibat dalam proses metabolisme asam amino, purin
dan pirimidin (Sibley ef a/ 2001). Kofaktor dan turunannya yakni
NADPH dan NAD digunakan untuk sintesis glisin, metionin dan
timidilat yang diperlukan untuk bahan pertumbuhan Plasmodium.
Bila kadar tetrahidrofolat berkurang akan menyebabkan biosintesis
purin dan pirimidin menurun, sehingga sintesis DNA parasit ter-
hambat dan parasit tidak dapat berkembang (Hankins et a/ 2001).

7. Mekanisme Kerja Pirimetamin

Pirimatamin merupakan salah satu obat malaria yang mempunyai
efek skisontosidal pada stadium aseksual eritrosit dan jaringan
(Chutmongkonkul et a/ 1992; Tjitra et al, 1991). Selain itu pirimetamin
mempunyai aktivitas sporontosidal pada saat nyamuk yang menghisap
darah infektif (Chutmong-Konkul et a/, 1992; Strickland et a/, 1986).

Pada umumnya pirimetamin digunakan dalam kombinasi
dengan senyawa sulfanamid, sulfadoksin (obat sulfa), karena kedua
obat tersebut bersifat sinergik bekerja dengan melibatkan enzim
DHEFR dan enzim DHPS pada jalur biosintesis folat, sehingga dapat
membentuk kombinasi obat antimalaria yang efektif terhadap
parasit stadium aseksual eritrosit (Triglia ef a/ 1997; Ping et al, 1998;
Sibley et al 2001; Watkins et a/ 1999). Pirimetamin dan sikloguanil
mempunyai struktur yang mirip dengan enzim DHFR (Gambar 16).
Kedua obat yakni pirimetamin dan sikloguanil merupakan inhibitor
terhadap enzim dihidrofolat reduktase (DHFR) (Peterson et a/, 1990;
Plowe et al, 1995; Cowman, 2001) pada jalur biosintesis folat dari
berbagai spesies Plasmodium seperti: P. berghei, P. chabaudi dan P.
falciparum (Sherman, 1998; Peterson et al, 1990; Hankins et a/, 2001;
Chusacultanachai et aZ 2002).



8. Mekanisme Kerja Sulfadoksin

Obat sulfanamid/sulfon merupakan senyawa golongan sulfa
yang digunakan untuk mengobati infeksi bakteri seperti Streptococcus
sp, Neisseria sp, Mycobacterium sp. Golongan sulfa lain seperti
sulfadoksin dan dapson digunakan juga untuk mengobati infeksi
karena Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondi, dan Crytosporidium
parvum (Triglia et a/, 1997). Sulfadoksin bersifat sebagai skisontosida
darah terutama untuk 2. falciparum (Tjitra et al, 1991).

Mekanisme kerja obat pada Plasmodium, pada awalnya dianggap
sama dengan mekanisme kerja obat sulfa pada bakteri yaitu sebagai
antagonis pABA (para aminobenzoic acid). Struktur sulfa analog
dengan pABA yang merupakan prekursor dari folat (Gambar 14)
dan menjadi inhibitor kompetetif dari enzim DHPS pada 2.
falciparum untuk menghambat pembentukan dihidropteroat (Sibley
et al, 2001; Hayton et al, 2002, Triglia et a/, 1998; Nzila et al, 2000;
Hankins et al, 2001; Plowe et al, 1997, Foote dan Cowman, 1994).

9. Mekanisme Resistensi terhadap Obat Antimalaria Golongan

Antifolat

Dasar molekul dari resistensi Plasmodium spp. terhadap
pirimetamin dan sulfadoksin telah dipelajari (Cowman et a/ 1998).
Pirimetamin menghambat substrat dihidrofolat untuk berikatan
dengan enzim dihidrofolat reduktase (dhfr) dan sulfadoksin meng-
hambat substrat 2-amino-4-hidroksi-6-hidroksimetil-7,8-dihidropteridin
difosfat untuk berikatan dengan enzim dihidropteroat sintetase (dhps)
pada sistem biosintesis folat parasit malaria (Gambar 11). Alel-alel
mutan gen dhfr, 108N dan 1087 baik sebagai mutasi tunggal atau
berpasangan dengan mutasi-mutasi lain 50R, 511, 59R and 164L
telah dibuktikan menyebabkan bervariasi derajat resistensi terhadap
pirimetamin dan sikloguanil (Cowman et a 1988; Peterson et al,
1988; Curtis, 1996, 1998, Sibley et a/, 2001).

Ko-eksistensi alel /61 dan 7087 menyebabkan resistensi terhadap
sikloguanil, tetapi tetap sensitif terhadap pirimetamin (Sirawaraporn
et al, 1997). Peran alel /08N pada penentuan fenotip resistensi
terhadap pirimetamin telah dibuktikan dengan uji silang genetik
antara induk sensitif dan induk resisten terhadap pirimetamin.

63



64

Analisis kinetik enzim DHFR pada bakteri Escherichia coli, telah
membuktikan bahwa alel-alel mutan pada galur resisten pirimetamin
yang dikemukakan di atas telah mengubah afinitas pengikatan pada
enzim DHFR. Selanjutnya telah ditunjukkan bahwa peran setiap alel
mutan dan akumulasi mutasi akan menyebabkan peningkatan
derajat resistensi (Sirawaraporn et a/, 1990).

10. Mekanisme Resistensi terhadap Obat-obat Golongan Sulfa

Penelitian yang dilakukan untuk mengungkapkan dasar molekul
resistensi Plasmodium terhadap obat-obat sulfa telah menemukan
beberapa alel-alel mutan gen dhAps yang berkaitan dengan resistensi
tersebut (Cowman, 1998). Alel-alel mutan 436 F/A, 437G, 540E,
581G and 6135/T telah dibuktikan baik sebagai mutasi tunggal atau
kombinasi, sebagai bukti penyebab dari berbagai derajat resistensi
terhadap obat-obat sulfa termasuk sulfadoksin. Kemampuan parasit
malaria untuk memotong (bypass) aktivitas enzim dihydropteroate
(Barnwell dan Galinski, 1998), ini masih belum jelas seberapa besar
kontribusi faktor folat eksogen tersebut pada penentuan fenomena
resistensi. Bukti-bukti menunjukkan bahwa dengan adanya pirimetamin
peran faktor tersebut jauh lebih berkurang (Wang et a 1997b).

Penelitian epidemiologi yang dilakukan di berbagai daerah
geografis dengan menggunakan teknik PCR-RFLP menunjukkan
bahwa alel mutan 437G adalah alel yang sering ditemukan dan
tampaknya merupakan alel mutan pertama yang dihasilkan melalui
proses seleksi obat. Resistensi terhadap obat kombinasi sulfadoksin-
pirimetamin, telah dilaporkan khususnya yang dikaitkan dengan
koeksistensi alel-alel mutan 708N dan 540F atau 511, 59R dan 437G
pada gena dhfr dan dhps secara berturut-turut telah dilaporkan
(Plowe et al, 1997; Wang et al, 1997a).

N. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR adalah suatu teknik penggandakan sekuens DNA yang
spesifik secara in vitro (Saiki et a/, 1988 ). Pada dasarnya, PCR adalah
pemanjangan dua primer oligonukleotida sintetik, yang memiliki
sekuens yang komplementer dengan kedua untai DNA yang mengapit
bagian DNA yang ingin digandakan. Teknik ini melibatkan beberapa



tahap yang berulang dan pada setiap tahap terjadi duplikasi fragmen
DNA secara eksponensial dengan waktu yang relatif singkat dalam
suatu DNA thermal cycler, yang menggunakan seperangkat program
step cycler (Erlich, 1989; Bradley, 1955).

Prinsip kerja PCR adalah menggabungkan DNA cetakan
dengan sepasang primer oligonukleotida, deoksinukleotida trifosfat
(ANTP), dan enzim DNA 7agq polimerase dalam bufer yang sesuai,
dan selanjutnya campuran dipanaskan dan didinginkan secara
berulang selama beberapa jam sehingga menghasilkan sejumlah
DNA vyang telah digandakan. Metode ini pertama kali ditemukan
oleh Carry Mullis et a/pada tahun 1985 (Erlich, 1989).

Panjang cetakan DNA berkisar antara puluhan sampai ribuan
nukleotida yang posisinya diapit sepasang primer. Dalam setiap
reaksi PCR digunakan dua buah primer yaitu primer upstream
(forward) yang merupakan primer yang berada pada bagian ujung
DNA 5’ yang mengapit daerah sasaran dengan primer downstream
yang merupakan primer yang berada pada bagian ujung DNA 3’
setelah daerah sasaran. Primer berfungsi sebagai pembatas fragmen
DNA yang ingin digandakan, sehingga pada akhir reaksi akan
diperoleh fragmen DNA dengan ukuran yang sesuai, dengan jarak
antara ujung 5 kedua primer. Selain itu enzim 7aq polymerase,
seperti halnya semua jenis DNA polimerase, tidak dapat melakukan
inisiasi DNA, namun hanya dapat melakukan pemanjangan dari
molekul primer oligonukleotida yang sudah ada. Untuk merancang
urutan primer, perlu diketahui urutan nukleotida pada awal dan
akhir DNA sasaran (Erlich, 1989).

Cetakan DNA diperoleh dari hasil isolasi DNA 2. falciparum.
Untuk mengisolasi DNA P. falciparum di dalam eritrosit, maka
eritrosit harus dilisis (dihancurkan) terlebih dahulu dengan meng-
gunakan larutan Saponin 0,5% dalam PBS, sehingga parasit dapat
terlepas. Pada saat membran sel eritrosit hancur selama proses lisis,
dilepaskan DN-ase yang bekerja menghancurkan DNA. Dengan
pemberian Chelex-100 (20%) dan adanya pemanasan yang dilakukan
pada suhu 95 °C, maka enzim DN-ase tersebut tidak dapat bekerja
untuk menghancurkan DNA 2. falciparum yang akan diisolasi.
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Chelex-100 dipakai untuk mengikat logam-logam (kalsium dan
magnesium) atau molekul-molekul protein lain atau enzim serta
melarutkan DNA, dengan demikian DNA akan keluar dari inti
bersama-sama Chelex-100. Selain itu, Chelex-100 juga berfungsi untuk
memisahkan protein-protein yang terikat kuat pada DNA yang tidak
dapat dilisiskan oleh detergen (Sambrook and Russell, 2001). Bufer
PCR merupakan faktor yang sangat mempengaruhi hasil amplifikasi.
Bufer PCR mengandung Tris- HCI 100 mM dengan pH 8,3.

Magnesium klorida (MgCl,) sebagai kation divalen mempunyai
efek yang sangat besar terhadap spesifisitas dan hasil amplifikasi.
Semua polymerase DNA membutuhkan kation divalen bebas untuk
aktivitasnya, terutama Mg’*. Oleh karena dNTP dan oligonukleotida
sering mengikat Mg®*, maka konsentrasi kation ini harus melebihi
konsentrasi yang akan berikatan dengan dNTP dan oligonukleotida
(Sambrook and Russel, 2001).

Deoksinukleotida trifosfat (ANTP) merupakan bahan utama
untuk mensintesis DNA baru dalam proses PCR. Deoksinukleotida
trifosfat (ANTP) yang digunakan dalam penggandaan DNA ini
meliputi deoksiadenosin trifosfat (dATP), deoksitidin trifosfat (dCTP),
deoksiguanosin trifosfat (dGTP), dan deoksitimidin (dTTP).
Deoksinukleotida trifosfat (ANTP) ini menempel pada gugus 3’-
hidroksil bebas primer membentuk untai baru yang komplementer
terhadap rantai DNA cetakan (Sambrook and Russell, 2001). Proses
sintesis DNA dapat dilihat pada (Gambar 18).

Enzim polimerase DNA diperlukan untuk membantu proses
polimerisasi DNA untai baru dari untai cetakan DNA. Enzim yang
dikenal sebagai 7ag polymerase ini berasal dari bakteri 7hermus
aquaticus galur YT1, yang merupakan mikroorganisme eubakterial
yang mampu tumbuh dalam sumber air panas bersuhu 94-95 °C.
Enzim ini tahan terhadap pemanasan, sehingga tidak rusak pada
tahap denaturasi. Penggunaan 7ag polimerase yaitu untuk proses
polimerisasi produk PCR, karena sintesis DNA yang dilakukan pada
temperatur 72°C. Pada temperatur tinggi, penempelan non spesifik
antara primer dengan cetakan DNA, lebih jarang terjadi. Sehingga
produk PCR menggunakan 7agq lebih spesifik daripada mengguna-
kan enzim dari £. coli (Erlich, 1989; Bradley et a/1995).



Prinsip kerja teknologi PCR meliputi tiga tahap reaksi yang
berbeda dalam satu siklus. Ketiga tahap reaksi berurutan tersebut,
yaitu denaturasi DNA cetakan, penempelan (annealing) pasangan
primer pada masing-masing untai cetakan DNA dan perpanjangan
(extension) primer yang komplemen dengan DNA cetakan. Tahap
denaturasi DNA atau tahap pemanasan, bertujuan untuk memisahkan
untai ganda dari cetakan DNA menjadi dua untai tunggal cetakan
DNA. Suhu yang lazim digunakan adalah 94-95 °C selama 5 menit.
Pada tahap penempelan (annealing) terjadi penempelan primer
oligonukleotida yang dimulai dari ujung 5° pada bagian tertentu dari
cetakan DNA.

Pada tahapan kedua ini, suhu reaksi diturunkan menjadi 50-62 °C
selama 1 menit. Pada tahap pemanjangan (extension), komponen-
komponen reaksi dipanaskan kembali pada suhu 72 °C selama 1 menit,
sehingga oligonukleotida primer dapat diperpanjang oleh enzim
polimerase DNA hingga mencapai seluruh panjang DNA sasaran
(Sambrook et al, 1998).

Gambear 17. Sintesis DNA (Bradley et a, 1995 ; Daryl dan Granner, 2003)
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Proses PCR berlangsung dalam beberapa siklus. Kisaran siklus
optimum dalam proses PCR adalah 30-35 siklus. Setiap DNA untai
ganda pada siklus pertama akan membentuk dua untai anak,
sehingga seluruhnya terdapat 4 untai DNA. Selanjutnya, selama
siklus kedua, keempat untai ini akan berfungsi sebagai cetakan dan
akan dihasilkan 8 untai DNA. Pada akhir dari siklus kedua akan
terbentuk polinukleotida yang panjangnya hanya terbatas dari satu
primer (forward) ke primer yang lain (reverse). Fragmen DNA ini
disebut amplikon. Siklus selanjutnya akan menghasilkan penggandaan
jumlah amplikon (Gambar 19). Jumlah amplikon ini ditentukan
dengan rumus (2 " -2n)x, di mana n adalah jumlah siklus, 2n adalah
produk pertama dan kedua, serta x adalah jumlah DNA cetakan
(Bradley et al 1995)

Produk PCR adalah segmen DNA (amplikon) yang berupa
jutaan kopi, yang dipakai untuk mengetahui apakah produk yang
dihasilkan adalah benar seperti yang diinginkan, kemudian hasil
PCR ini perlu divisualisasikan. Cara yang paling umum adalah
menggunakan elektroforesis gel agarosa atau poliakrilamid yang
melibatkan pergerakan molekul bermuatan atau ion-ion dalam
media bufer matriks stabil (gel) di bawah pengaruh medan listrik
(Bradley et a/ 1995).

Setelah PCR nested, kemudian fragmen-fragmen DNA dengan
berbagai ukuran, dipisahkan dengan bantuan elektroforesis gel agarosa.
Untuk analisis pemisahan molekul DNA 2. falciparum mengguna-
kan 1-2% gel agarosa, karena molekul DNA P. falciparum yang
berukuran > 500 pasangan basa (Sambrook et a/, 1989).
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Gambar 18. Amflipikasi DNA menggunakan teknik PCR: a) bahan awal yang
digunakan adalah DNA untai ganda, b) untaian tersebut dipisahkan melalui
pemanasan campuran reaksi dan didinginkan sehingga primer menguatkan

tempat ikatan 2 primer yang mengapit daerah target, satu sama lain, c) faq
polymerase mensintesis untaian DNA baru, d), campuran reaksi dipanaskan
kembali, sehingga untai DN A awal dan yang baru terpisah, terdapat 4 tempat
ikatan primer, e) tag polymerase mensintesis untai komplementer baru, tetapi
pemanjangan untaian ini hanya terbatas pada daerah target, f) pengulangan
proses, dan primer menguatkan untai baru, g) faq polymerase mengsintesis
untai komplementer sehingga menghasilkan 2 fragmen untai ganda DNA yang
identik dengan sekuens target (Glick dan Peternak,1994)
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O. Elektroforesis

Elektroforesis merupakan suatu proses pergerakan molekul
bermuatan listrik dalam suatu larutan dengan menggunakan medan
listrik. Dalam medan listrik, molekul-molekul akan bergerak dengan
kecepatan tertentu, tergantung pada muatan, bentuk dan ukurannya.
Oleh karena itu, teknik elektroforesis dapat digunakan untuk me-
misahkan molekul. Elektroforesis dapat digunakan untuk menganalisis
dan mengisolasi molekul yang sangat besar, seperti protein dan asam
nukleat dan juga molekul sederhana, seperti asam amino, peptida
nukleotida serta ion-ion sederhana (Wanandi dan Kurniati, 2000).

Pada elektroforesis molekul bermuatan bergerak melalui medium,
yang dapat berupa selulosa asetat, kertas atau gel yang terbentuk dari
poliakrilamida atau agarosa (Wanandi dan Kurniati, 2000). Pemisahan
molekul-molekul dalam elektroforesis dipengaruhi oleh ukuran molekul,
berat molekul, gradien tegangan, konsentrasi gel, temperatur gel dan
bufer (Lai et a/ 1989). Konsentrasi gel ditentukan berdasarkan
panjang DNA yang akan dipisahkankan.

Tabel 5. Efisiensi Pemisahan DNA Berdasarkan Konsentrasi Gel

Presentase gel agarose % (v/w) Kisaran pem'isahan molekul
DNA linear (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1.2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Sumber: (Sambrook et al, 1989)

P. Sekuensing DNA

Sekuensing fragmen DNA produk amplifikasi dengan PCR
merupakan serangkaian upaya yang dilakukan dalam menentukan
urutan (sekuens) basa-basa nukleotida penyusun DNA tersebut. Metode
yang digunakan dalam melakukan sekuensing pada penelitian ini



adalah automated dideoxy-chain- termination method yang merupakan
pengembangan dari metode terminasi dideoksi yang ditemukan oleh
Sanger (1977). Sebelum fragmen DNA produk amplifikasi PCR dapat
disekuensing, produk PCR harus dipurifikasi untuk menghilangkan
primer, bufer PCR, 7aq polymerase, dNTPs, dideoksi nukleotida
trifosfat (ddNTPs) yang sudah diberi label dengan senyawaan yang
dapat berflouresensi dan primer. Berbeda dengan reaksi PCR biasa,
siklus sekuensing hanya menggunakan satu primer untuk setiap reaksinya.
Pada saat siklus sekuensing berlangsung, karena struktur ddNTPs
merupakan analog dNTPs, maka penggunaan dNTPs oleh AmpliTaq
polimerase akan berkompetisi dengan ddNTPs. Pada setiap posisi,
AmpliTaq polimerase dapat menggunakan ddNTPs dalam pemanjangan
primer, dan bila hal ini terjadi, maka pemanjangan primer (sintesis
DNA) akan berhenti karena ddNTPs tidak memilki gugus hidroksil
pada karbon ketiga dari gugus ribosa yang diperlukan untuk meng-
ikat basa nukleotida selanjutnya. Dengan demikian, pada akhir siklus
akan diperoleh fragmen-fragmen yang panjangnya hanya berbeda
satu basa, dan pada ujung 3’ terdapat salah satu dari keempat ddNTPs
yang berlabel fluoresensi. Hasil dari siklus di atas divisualisasikan
dengan cara dilewatkan pada elektroforesis gel poliakrilamida
pendenaturasi dan detektor fluoresensi. Sumber: http://www.ncbi.
nih,gov/About/primer/genetic.moleculer.html
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Gambar 19. Sekuensing DNA menurut metode dideoxy-termination oleh
Sanger ,menggunakan ddNTPs yang berlabel pewarna yang dapat
berfluorosensi. Susunan mirip anak tangga dari bawah hingga atas
menggambarkan semua fragmen untai DNA yang akan disekuens yang secara
berurutan semakin panjang. Dengan mengetahui jenis reaksi
dideoksinukleotida spesifik, yang secara langsung untuk menghasilkan setiap
campuran fragmen kita dapat menentukan rangkaian nukleotida dari ujung
berlabel kearah ujung tak berlabel dengan membaca urutan pita pada gel.
Elektroforesis meng- gunakan laser untuk mengaktivasi ddN'TPs berlabel
flourosens dan detektor untuk membedakan warna-warna dari ddNTPs.
Rangkaian yang terjadi secara otomatis meliputi pembacaan deoksinukleotida
yang sudah mengalami modifikasi secara kimia. Pada akhir siklus diperoleh
fragmen-frgamen dengan perbedaan panjang satu nukleotida.

Sumber: http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/genetics.moleculer.htm/
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Q. Alur Kerja Temuan

Gambar 20. Bagan yang menunjukkan alur kerja pemeriksaan pasien malaria
falciparum. QHD: Quinine dihydrosulfat, SP: Sulfadoksin-piri- metamin. KPD:

Populasi normal Pasien yang berkunjung
Kabupaten Jayapura ke RSUD/PKM
Diagnosis mikroskopis monoinfeksi Diagnosis mikroskopis
P. falciparum monoinfeksi
P. falciparum P. falciparum P. falciparum P. falciparum
) ) ®) ()
Sampel Excluded Sampel Excluded
asimptomatik simptomatik
A 4 L2
Analisis genotipe Analisis genotipe alel C dan F gen eba-175
alel CdanF gen
eba-175 'L Jv l
Komplikasi Taapa komplikas:
Pemberian infus QHD Pemberian obat SP
dan kina
v v v
KPD KPK Berhasil

Analisis genotipe alel C dan F gen eba-175

kegagalan pengobatan dini. KPK: kegagalan pengobatan kasep
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04 -

- Hasil Temuan

A. Prevalensi Malaria dan Karakteristik Sampel

Telah dilakukan survei malariometrik (active case detection) di
Kabupaten Jayapura yaitu di Kecamatan Jayapura Selatan, Sentani
dan Depapre yang melibatkan 543 pasien. Pada pemeriksaan
mikroskopis menunjukkan adanya 185 (34,1%) pasien yang menderita
malaria falciparum, vivax dan campuran keduanya (Tabel 6). Dari
185 pasien yang positif malaria ditemukan 120 (22,1%) pasien yang
menderita malaria falciparum infeksi tunggal. Dari sampel tersebut
diperoleh elektroforegraf hasil PCR positif adalah 110 pasien
asymptomatik yang memberikan hasil positif adanya pita DNA.

Pasien symptomatik yang diperoleh melalui passive case
detection di pusat pelayanan kesehatan di Kabupaten Jayapura
adalah 345 orang. Setelah dilakukan pemeriksaan mikroskopis secara
semikuantitatif malaria falciparum adalah 124 (35,9%) pasien yang
menderita malaria falciparum sebagai infeksi tunggal. Pemeriksaan
PCR terhadap gen eba-175 Pfalciparum menunjkkan dari 124
subjek tersebut hanya 100 pasien yang memberikan hasil positif
adanya pita DNA. pada (Tabel 7).

75



76

Manifestasi klinis malaria bervariasi dari tanpa gejala
(asymptomatik) yang disebut juga sebagai pengidap dan dengan
gejala malaria (symptomatik) disebut juga sebagai penderita atau
pasien. Manifestasi klinis yang ditemukan pada pssien symptomatik
adalah demam, anemia, splenomegali, menggigil, sakit kepala, mual
dan muntah, gangguan kesadaran, malaria berat, malaria serebral
dan lain-lain.

Tabel 6. Prevalensi malaria berdasarkan laju sediaan positif (s/ide positivity
rate) di Kabupaten Jayapura

Species Plasmodium (%) Nilai
No. | Kecamatan Daerah K ositif
U py Pv | PfdaPv | Do
malaria (%)

1 |Jayapura Hamadi

, 149 | 40(27) | 8(405) | 2(1,35) | 45(30,4)
Utara pantai

Hamadi

lembah 8 809) 4(4,5) | 1(1,1) | 12(13,5)

2 |Depapre Depapre,

Tablasupa I & 96 43(45) | 17(17,7) | 2(2,1) | 57(59,4)

Tablasupa II
3 |Sentani Danau
Sentani & 65 | 10(154) | 25(38,5) | 1(1,54) | 36(55.4)
kota Sentan
4 Sereh atas 145 | 19(13,1) | 6(41) | 1(0,7) | 2517,2)
Total 543 120 58 7 185

Survai malariometrik menunjukkan bahwa prevalensi tertinggi
kasus malaria ditemukan di Kecamatan Depapre, Tablasupa I dan II
dan Danau Sentani dan Kota Sentani. Sedangkan kasus malaria
terendah ditemukan di daerah Hamadi lembah. Kasus malaria
faciparum relatif tertinggi ditemukan di Kecamatan Depapre,
Tablasupa I dan II serta daerah Hamadi pantai. Sementara kasus
malaria vivax tertinggi relatif ditemukan di daerah Danau Sentani
dan kota Sentani dan yang terendah adalah ditemukan di Hamadi
pantai. Kasus malaria pada pasien dengan infeksi campuran malaria
falciparum dan malaria vivax tertinggi relatif di temukan di Hamadi
rawa dan kecamatan Depapre, Tablasupa I dan II dan yang terendah
ditemukan di Sereh atas.




Tabel 7. Distribusi pasien malaria falciparum symptomatik di Pusat Pelayanan
Kesehatan berdasarkan PCR gen eba-175

No. Pusat Pelayanan Kasus Malaria ‘ Malaria N %
Kesehatan Falciparum Positif

1 RSUD Abepura 136 32 32

2 RSUD Jayapura 65 38 38

3 Puskesmas Hamadi 81 14 14

4 PPAKS 63 16 16

Total 345 100 100

Berdasarkan sumber pengambilan sampel, RSUD Jayapura
merupakan sumber pengambilan sampel terbanak adalah 38%,
RSUD Abe adalah 32%, PPAKS adalah 16%, Sedangkan yang
terendah relatif ditemukan di Puskesmas Hamadi adalah 14%.

Berdasarkan umur, dari 110 pasien asymptomatik, lebih dari
separuhnya berasal dari kelompuk umur di bawah 10 tahun,
sedangkan sisanya adaah dari kelompok umur 10-20 tahun dan
lebih dari 20 tahun (Tabel 8).

Tabel 8. Distribusi pasien malaria asymptomatik di Kabupaten Jayapura
berdasarkan umur dan jenis kelamin

Jenis kelamin
No | Umur Laki-laki | Perempuan | Frekuensi
(tahun) (%) (%) (%)
1 0<10 31 (49,2) 21 (44,68) 52 (42,3)
2 10 -20 21 (33,3) 14 (29,79) 35(31,8)
3 >20 11 (17,5) 12 (25,53) 23 (20,9)
Total 63 (100,0) 47 (100,0) 110 (100.0)

Berdasarkan jenis kelamin dan umur, infeksi 2. falciparum
lebih banyak ditemukan pada jens kelamin pasien anak laki-laki
umur 0 < 10 tahun adalah 49,2% dan pasien anak perempuan umur
0 < 10 tahun adalah 44,68%. Kasus malaria pada pasien anak laki-
laki 10-20 tahun adalah 33,3% relatif lebih tinggi
dibandingkan pasien anak perempuan umur 10-20 tahun adalah

umur
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29,79%. Kasus malaria pada pasien perempuan dewasa umur > 20
tahun adalah 25,53,9% relatif lebih tinggi dibandingkan pasien laki-
laki dewasa umur >20 tahun adalah 17.5%.

Berdasarkan kelompok umur, dari 100 pasien malaria
symptomatik yang dikumpulkan. Jumlah terbanyak merupakan
pasien dari kelompok umur di atas 20 tahun (50%), sedangkan
sisanya berasal dari kelompok umur di bawah 10 tahun (22%) dan
kelompok umur 10-20 tahun (28%)

Tabel 9. Distribusi pasien malaria simptomatik di pusat pelayanan kesehatan
berdasarkan umur dan jenis kelamin

No. Umur Jenis kelamin (%) Frekuensi
(tahun) | Laki-laki | Perempuan (%)
1 0<10 12 (23,53) 10 (40,41) 22 (22)
2 10 -20 15 (29,41) 13 (26,53) 28 (28)
3 >20 24 (47,06) 26 (53,06) 50 (50)
Total 51 (100,0) | 49 (100.0) | 100 (100.0)

Kasus malaria symptomatik berdasarkan jenis kelamin, pasien
laki-laki relatif lebih banyak (51%) daripada pasien perempuan 49 %.
Pemeriksaan kepadatan (densitas) parasitemia secara kuantitatif
pada sampel pasien malaria asymptomatik menunjukkan bahwa
hampir semua sampel memiliki densitas yang rendah (81,8%
sedangkan sisanya membawa parasit dengan kepadatan sedang
(3,6%) dan (6,4%), (Tabel 10)

Tabel 10. Kepadatan (densitas) parasitemia berdasarkan manifestasi klinik

No. Desnsitas parasit | Manifestasi klinis malaria (%) | Frekuensi
(per pL) Asymptomatik | Symptomatik (%)
1 |40-400 (+1) 90 (81,8) 47 (47) 137 (22)
2 |401-4000 (+2) 9(8,2) 26 (26) 36 (28)
3 [4001-39.999 (+3) 4(3,6) 14 (14) 18 (50)
4 |>40.000 (+4) 7(6,4) 13 (13) 20(20)
Total 110 (100,0) | 100(100.0) | 100 (100.0)

Pada pasien symptomatik, jumlah sampel dengan densitas
parasitemia rendah (densitas parasit 40-400/puL adalah symptomatik



(47%), sedangkan pasien dengan densitas parasitemia sedang (densitas
parast 401-39.9999/uL menunjukan 14%, dan yang tinggi > 40.000/
uL adalah 13%.

B. Analisis Genotipe Eba-175

1. Amplifikasi Gen Eba-175 Dengan PCR

Elektroforegraf hasil nested PCR gen eba-75 yang diisolasi dari
sampel asimptomatik dan simptomatik menunjukkan adanya dua
pita DNA yang berukuran sekitar 708pb dan 789pb, seperti yang
diharapkan. Pada (Gambar 21) tampak pita DNA sebesar 708 pb
(lajur 2 dan 3) menunjukkan alel C gen eba-175 sedangkan pita
sebesar 789pb (lajur 1 dan 4) menunjukkan alel F gen eba-175. Pada
amplifikasi gen eba-175, untuk membuktikan spesifisitas produk
PCR, maka pada sampel Lajur 6) digunakan akuades (ddH,O)
sebagai pengganti DNA yang merupakan kontrol negatif.

Untuk membuktikan apakah pita DNA yang diperoleh melalui
pemeriksaan PCR tersebut sesuai dengan sasaran DNA yang di-
harapkan, maka dilakukan dua tahap pemeriksaan:

a. pemotongan hasil PCR dengan enzim restriksi Sau-3AI yang
ditentukan berdasarkan pola restriksi sekuens DNA gen eba-

175 yang telah dipublikasi pada Bank Gen (Gambar 21); dan
b. dengan sekuensing DNA (Gambar 22).

Kedua hasil pemeriksaan tersebut menunjukkan bahwa pita
DNA yang diperoleh dari PCR merupakan potongan gen eba-175.
Pita DNA yang berukuran 708 pb adalah alel C, sedangkan yang
berukuran 789 pb adalah alel F.
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Gambear 21. Elektroforegraf hasil pada gel agarosa 1% menunjukkan adanya
dua ukuran pita DNA, masing-masing berukuran 789 pb (alel F) pada lajur 1
dan 4 serta 708 pb (alel C) pada lajur 2 dan 3. lajur 5 menunjukkan adanya dua
pita DNA (alel C dan F). Lajur 6, kontrol negatif. M: Marker adalah A
DNA/Avall

C. Konfirmasi Hasil PCR dengan RFLP dan
Sekuensing DNA

Berdasarkan alignment sekuens gen eba-175 P. falciparum di
daerah sasaran amplifikasi pada daerah III-V pada Gene Bank,
ditemukan pola situs restriksi untuk enzim Sau 3Al, yang dapat
membedakan antara alel C dan F. Oleh karena itu, untuk meng-
konfirmasi kebenaran hasil PCR, digunakan enzim restriksi Sauz 3AI
yang situs restriksinya adalah GATC pada gen eba-175. Alel C
(708pb), mempunyai satu situs restriksi pada posisi pb 2672-2675,
sehingga pada RFLP hasil PCR alel C dihasilkan dua fragmen yang
panjangnya adalah 317pb dan 391pb. Alel F (789pb), mempunyai
dua situs restriksi pada posisi pb 2496-2500 dan 2561-2565 pada gen
eba-175, sehingga pada RFLP hasil PCR alel F dihasilkan tiga
fragmen yang panjangnya adalah 142pb, 207pb dan 440pb.



Analisis RFLP menunjukkan adanya pita-pita DNA yang tidak
spesifik di samping pita-pita yang diharapkan., oleh karena itu
dilakukan konfirmasi selanjutnya dengan teknik sekuensing DNA.
Hasil sekuensing DNA dari hasil PCR yang berukuran 708pb mem-
punyai satu situs (GATC) dan 789 pb mempunyai dua situs (GATC)
dilakukan dengan menggunakan primer 3F (Forward) dan hasilnya
dibandingkan dengan gen eba-175 yang telah dipubliksa pada
GenBank. Hasil perangkaian DNA (alignment) menunjukkan bahwa
kedua hasil PCR tersebut merupakan potongan gen eba-175 yang
sesuai dengan sasaran PCR yang diharapkan (Gambar 22).

Standart CAMP  GAARACACTG AAATAGCACA CAGAACGGAA ACTCCATCTA TCTCTGAAGG ACCAARAGGA AATGAACAAA AAGAACGTGA TGACGATAGT
Alel C EBA-175 T
Alel F EBA-175

Standart CAMP  TTGAGTAAAA TAAGTGTATC ACCAGAAAAT TCAAGACCTG AAACTGATGC TAAAGATACT TCTAACTTGI TAAAATTAAA AGGAGATGTT
Alel C EBA-175 TTGAGTAAAA TAAGTGTATC ACCAGAARAT TCAAGACCTG ARACTGATGC TAAAGATACT TCTAACTTGT TAARATTAAA AGGAGATGIT
Alel F EBA-175 ARARAAT CAGGAACCAG CRAATAAGG ATTTAA AGAATCCACA ACARAGTGTA

Standart CAMP  GATATTAGTA TGCCTAAAGC AGTTATTGGG AGCAGTCCTA ATGATAATAT AAATGITACT GAACAAGGGG ATAATATTTC CGGGGTGAAT
Alel C EBA-175 GATATTAGTA TGCCTAAAGC AGTTATTGGG AGCAGICCTA ATGATAATAT ARATGITACT GAACAAGGGG ATAATATTTC CGGGGTGAAT
Alel F EBA-175 GGAGAGAACG GAACTAAAG ATTTATTACA AGAAGATTTA GGAGGATCAC GA@ ACGRAAGTGAC ACAAGAATTT -GGAGTAAAT

Standart CAMP  TCTAAACCTT TATCTGATGA TGTACGTCCA GATAAAAAGG AATTAGRAGA TCAAAAT AGTGATGAAT CGGRAGARAC TGTAGTAAAT

Alel C EBA-175 TCTARACCTT TATCTGATGA TGTACGTCCA GATAAAAAGG AATTAGAAGA -~ TCAAAAT| AGTGATGAAT|CGGAAGAAAC TGTAGTAART
Alel F EBA-175 CATGGAA - TACCTAAGGG TGAGGATCAA|ACGTTAGGAA|ANTCTGACGC CATTCCAAAC ATAGGCGAAC[CCGAA - -AC GGGAATTTCC

Standart CAMP  CATATATCAA AAAGTCCATC TATAAATAAT GGAGATGATT CAGGCAGTGG AAGTGCAACA GTGAGTGRAAT CTAGTAGTTC ARATACTGGA
Alel C EBA-175 CATATATCAA ARAGTCCATC TATAAATAAT GGAGATGATT CAGGCAGTGG AAGTGCAACA GTGAGTGAAT CTAGTAGTTC ARATACTGGA
Alel F EBA-175 ACTACAGAAG AAAGTAGACA TGAAGAAGGC CACAATAAA- CRAGCATTGT - CTACTTCA GICGATGAGC CTGRATTATC TGATACACCT

Standart CAMP  TTGICTATTG ATGATGATAG AAATGGTGAT ACATTTGTTC GAACACAAGA TACAGCAAAT ACTGAAGATG TTATTAGAAA AGAARATGCT
Alel C EBA-175 TTGICTAT G ATGATGATAG AAATGGTGAT ACATTTGTTC GAACACAAGA TACAGCAAAT ACTGAAGATG TTTTTAGAAA A
Alel F EBA-175 TCATTGCATG AAGATACTAA AGAAAATGAT AAACTACCCC TAGAATCATC TACCATACAT CT

Standart CAMP  GACAAGGATG AAGATGAAAA AGGCGCAGAT GAAGAAAGAC ATAGEACTTC TGAAABCTTA AGTTCACCTG AAGAAAAAAT GETAACTGAT
Alel C EBA-175
Alel F EBA-175

Standart CAMP  AATGAAGGAG GARATAGTTT AAATCATGAA GAGGTGAAAG AACATACTAG TAATTCTGAT AATGTTCAAC AGICTGGAGG A
Alel C EBA-175
Alel F EBA-175
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Gambar 22. Perangkaian (alignment) sekuens DNA dari amplikon berukuran
708 pb dan 789 pb 397 dengan sekuens gen eba-175 galur Camp (Genbank Acc
no M93397 dan FCR-3 gen eba-175 isolat P. falciparum. Pada awal dan akhir
standar Camp adalah primer yang ditandai dengan garis datar. Situs restriksi
GATC ( diberi kotak) dapat diidentifikasi dan sebagai tanda yang membedakan
antara alel C dan Alel F

D. Frekuensi Distribusi Alel C dan F Gen Eba-
175 Isolat P. falciparum pada Pasien Malaria
Asymptomatik
Dari 110 sampel asymptomatik yang di PCR, dapat diidentifikasi

adanya 69 (62,7%) sampel dengan alel C, 20 (18,2%) sampel dengan
alel F dan 21 (19,1%) sampel dengan alel campuran C dan F (Tabel 11).

Tabel 11. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada pada pasien
malaria falciparum asymptomatik

No. | Genotipe | Malaria Asymptomatik %
1 Alel C 69 62,7
2 Alel F 20 18,2
3 Alel C/F 21 19,1

Total 110 100

Hasil analisis pada kasus malaria falciparum asimptomatik
menunjukkan bahwa frekuensi isolat yang membawa alel C lebih
dominan dibandingkan dengan alel F dan alel campuran C dan F.
Uji statistik dengan menggunakan Rasio Prevalensi (RP) menunjuk-
kan bahwa alel C gen eba-175 P. falciarum berkaitan dengan pasien
asymptomatik. (RP =2,19), CI = 95%, a = 0,05).

Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 P. falciparum ber-
dasarkan daerah sampel. Daerah asal distribusi sampel asymptomatik
meliputi: Kecamatan Jayapura Selatan adalah daerah Hamadi pantai
dan Hamadi lembah; Kecamatan Depapre adalah daerah Depapre,
Tablasupa I dan Tablasupa II; Kecamatan Sentani adalah daerah
dekat Danau Sentani, Kota dan daerah dekat kaki gunung Sicklope
(Sereh atas) sebagai berikut.



Tabel 12. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada pasien malaria
falciparum asymptomatik berdasarkan daerah asal di Kabupaten Jayapura

Genotipe Eba-175 P.
Daerah falciparum
No. Frekuensi %
Asal AlelC | Alel F | Alel C/F
(%) (%) (%)

L[ Hamadi ) ) 500) [ 9s) | 7(333) 37 33,6
pantai

2 |Hamadi | o001 0 7 6,4
lembah ’ ’

3 | Depapre
Tablasupa | 25(36,8) | 5(25) | 8(38,1) 38 34,5
1&I1

4 |Danau
sentani & | 5(7,4) | 2(10) | 3(14,29) 10 9.1
kota

5 |[Serehatas | 11(162) | 4(20) | 3(14,29) 18 16,4
Total 68 20 21 110 100.0

Dari semua daerah, alel C merupakan alel dominan dengan
frekuensi berkisar 50-100%. Bahkan pada daerah Hamadi lembabh,
seluruh isolat yang diperiksa ditemukan membawa alel C. Frekuensi
alel F yang ditemukan relatif tinggi pada pasien asymptomatik di daerah
Hamadi pantai adalah 45%, dan Sereh atas adalah 20%, sedangkan
yang terendah ditemukan di daerah Hamadi lembah adalah 0%.

Berdasarkan kelompok umur, secara spesifik frekuensi alel C dan
F pada kasus malaria asymptomatik diperlihatkan pada (Tabel 13).
Pada semua kelompok umur pasien, frekuensi alel C ditemukan lebih
dominan dibandingkan dengan alel F dan alel campuran C dan F.

Tabel 13. Frekuensi Distribusi alel C dan F gen eba-175 pada malaria
falciparum asymptomatik berdasarkan umur pasien

Umur (tahun) % Frekuensi
No. | Genetipe
0- <10 10 -20 >20 (%)
1 Alel C 33 (63,5) 19(56,30) 17 (74) 69 (62,7)
2 Alel F 8 (15,4) 8(22,85) 4(17) 20 (18,2)
3 Alel C/F 11(21,1) 8(22,85) 2(9) 21(19,1)
Total 52 (100) 35 (100) 23(100) 110 (100,0)
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Pada semua kelompok umur, alel C lebih dominan pada pasien
anak di bawah umur 10 tahun, namun alel F lebih dominan pada
pasien dengan kelompok umur < 20 tahun. Sedangkan pasien dengan
infeksi campuran ditemukan tertinggi pada kelompok umur < 10
tahun dan berkurang pada umur dewasa. Untuk mengetahui hubungan
antara ferekuensi alel C dan alel F gen eba-175 P. falciparum dengan
kelompok umur pada pasien asymptomatik malaria falciparum dengan
uji statistik Chi-square, Analisis statistik menunjukkan bahwa tidak
ada hubungan bermakna antara umur dan alel C dan F gen eba-175
P. falciparum tersebut ( Chi-square (X?)=1,356,df =2,; P < 1).

E. Frekuensi Distribusi Alel C dan F Gen Eba-
175 Isolat P. falciaprum pada Pasien Malaria
Symptomatik
Dari 100 pasien symptomatik yang di PCR, berhasil diidentifikasi

adanya 55 (55%) isolat yang membawa alel C, 37 (37%) isoat mem-
bawa alel F dan isolat yang membawa alel campuran C dan F (Tabel 14).

Tabel 14. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada pasien malaria

falciparum symptomatik
No. | Genotipe | Malaria Symptomatik %
1 Alel C 55 55
2 Alel F 37 37
3 Alel C/F 8 8
Total 100 100

Hasil analisis kasus malaria falciparum symptomatik menun-
jukkan bahwa frekuensi isolat yang membawa alel C lebih dominan
dibandingkan alel F dan alel campuran C dan F. Uji statistik dengan
menggunakan rasio prevalensi (RP) menunjukkan bahwa alel C gen
eba-175 P. falciparum yang berkaitan dengan kasus malaria
symptomatik (RP = 1,4), ( CI= 95%, a = 0,05). Berdasarkan pelayanan
pusat kesehatan masyarakat distribusi sampel symptomatik meliputi:
1. Rumah Sakit Umum Abepura;

2. Rumabh Sakit Umum Daerah Jayapura;



3. Puskesmas Hamadi; dan
4.  Poliklinik Panti Asuhan Katolik Sentani (PPAKS)

Tabel 15. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada pasien malaria
falciparum symptomatik berdasarkan pusat kesehatan masyarakat

Pusat Genotipe
No. pelayanan AlelC Frekuensi

Kesehatan AlelC Alel F dan F (%)

1 | RSUD Abepura | 20(364) | 7(189) | 5(62,5) 32
2 | RSUD Jayapura | 18(32,7) | 19(51,4) | 1(125) 38
3 | PKM Hamadi 5(9,1) 9 (24,3) 0 14
4 | PPAKS 12 (21,8) 2(5,4) 2(25,0) 16
Total 55(100) | 37(100) | 8(100) 100

Frekuensi alel C lebih dominan ditemukan pada pasien malaria
falciparum symptomatik di RSUD Abepura adalah 36,4%, dan RSUD
Jayapura adalah 32,7%, dan PPAKS sebanyak 21,8%. Sedangkan
yang terendah ditemukan pada pasien malaria falciparum symptomatik
adalah di Puskesmas Hamadi yaitu 9,1%. Frekuensi alel F lebih
dominan ditemukan pada pasien malaria falciparum symptomatik di
RSUD Jayapura adalah 51,4%, PKM Hamadi sebanyak 24,3% dan
yang terendah ditemukan di PPAKS adalah 5,4%.

Frekuensi alel campuran C dan F yang tertinggi ditemukan pada
pasien malaria falciparum symptomatik di RSU Abepura adalah
62,5% dan di PPAKS adalah 25%, dan RSUD Jayapura sebanyak
12.5%. Sedangkan yang terendah ditemukan di Puskesmas Hamadi
adalah 0%.

Berdasarkan kelompok umur, isolat pasien malaria symptomatik
pada temuan ini, lebih banyak ditemukan lebih banyak ditemukan
pada kelompok umur > 20 tahun. Secara spesifik frekuensi alel C dan
alel F serta alel campuran C dan F pada isolat malaria symptomatik
dapat dilihat pada (Tabel 16). Pada uumnya alel C pada semua
kelompok umur terlihat lebih dominan atau lebih tinggi.
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Tabel 16. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada pasien malaria
falciparum symptomatik berdasarkan umur

. Umur ( tahun) % Frekuensi
No. | Genetipe
0-<10 10-20 >20 (%)
1 | AllC 11(458) | 16(61,5) | 28(56) 55 (55)
2 | AlelF 11(458) | 9(34,6) 17(34) 37 (37)
3 | AlelC/F 2(8,4) 1(3,8) 5(10) 8(8)
Total 24 (100) | 26 (100) | 50(100) | 100 (100)

Pada kelompok umur dewasa, ditemukan alel C, F dan alel
dengan infeksi campuran dalam jumlah yang tinggi, namun pada
kelompok umur 10-20 tahun alel C relatif dominan daripada alel F,
sedangkan pada kelompok umur < 10 tahun alel F terlihat lebih
dominan. Uji statistik dengan chi-square untuk mengetahui hubungan
antara distribusi alel dimorfik gen eba-175 dengan kelompok umur
pada pasien symptomatik menunjukkan tidak ada hubungan yang
bermakna antara kedua parameter tersebut (Chi-square (X?) = 1,044;
df=2;p<1).

Dari total sampel 210 pasien yang diperiksa, 110 pasien
asymptomatik dan 100 pasien symptomatik, maka 38 pasien dapat
digolongkan ke dalam malaria berat berdasarkan indeks parasitemia.
Sedangkan sisanya digolongkan ke dalam kelompok malaria ringan.
Frekuensi Alel C dan F gen eba-175 P.falciparum berdasarkan
densitas parasitemia sebagai berikut.

Tabel 17. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada pasien malaria
falciparum asymptomatik dan symptomatik berdasarkan densitas parasitemia

Densitas P. falciparum | Frekuensi
No. | Genotipe
(%)
<10,000 >10,000
1 | AlelC 102 (59) 23 (60,5) 125 (59,5)
2 | AlelF 43(25) 13(34,2) 56 (26,7)
3 Alel C/F 27(16) 2(5,3) Jumlah
Total 172 (100) | 38(100) | 210 (100,0)

(Kriteria WHO, Cutoff >10.000/pL)



Frekuensi alel C gen eba-175 P. falciparum pada sampel malaria
falciparum asymptomatik dan symptomatik berdasarkan densitas
parasitemia < 10.000 parasit/uL adalah (59%) isolat, sedangkan alel F
adalah (25%) dan alel campura C dan F adalah 2 (16%). Frekuensi
alel C gen eba-175 P. falciparum pada sampel malaria asymptomatik
dan symptomatik berdasarkan densitas parasitemia >10.000 parasit/pL
adalah 23 (60,5%) isolat, sedangkan alel F adalah 13 (34,2%) dan alel
campuran C dan F adalah 2 (5,3%).

Hasil uji statistik Chi-Square (X* ) = 0,079; df = 1; p <1,
menunjukkan bahwa tidak ada hubungan yang bermakna antara alel
dimorfik gen eba-175 P. falciparum dengan densitas parasit pada
sampel malaria falciparum simptomatik di Papua.

Berdasarkan berat ringannya manifestasi klinis malaria, maka
dari 100 kasus malaria falciparum symptomatik yang diperiksa 27
kasus dapat dikate- gorikan menurut kriteria WHO tahun 1997
sebagai malaria berat dan 73 kasus sebagai malaria ringan. Batasan
kriteria malaria ringan dan malaria berat. Malaria ringan adalah
malaria tanpa komplikasi, dengan densitas parasitemia <10.000
parasit/pL, anemia ringan, splenomegali, demam ringan dan disertai
suhu aksila< 38 °C. Malaria berat adalah malaria dengan
komplikasi, ditemukannya P. falciparum stadium aseksual dengan
satu atau beberapa gejala klinis pada pasien sebagai berikut: malaria
serebral, anemia berat dengan Hb< 5g% atau hematokrit < 15%,
dengan densitas parasitemia >10.000 parasit/uL, gagal ginjal,
hipoglikemia < 40 mg%, perdarahan spontan, sesak nafas, gangguan
kesadaran, suhu aksila >38 °C, kejang umum yang berulang, edema
paru dan Ikterus (bilirubin total > 3mg%).

Tabel 18. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada kasus malaria
berdasarkan berat ringannya manifestasi klinis

Manifestasi klinis Frekuensi
No. | Genotipe
Ringan Berat (%)
1 | AlelC 40 (54,79) | 15(55,56) | 125(59,5)
2 | AlelF 26(35,62) | 11(40,74) 56 (26,7)
3 | AlelC/F 7(9,59) 1(3,70) 29 (13,8)
Total 73(100) | 27(100) | 100 (100,0)
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Frekuensi sampel malaria berat adalah 27 isolat, 15 (55,56%)
isolat membawa alel C, 11(40,74%) isolat membawa alel F dan 1
(3,70%) isolat membawa alel campuran C dan F. Frekuensi sampel
malaria ringan adalah 73 isolat, 40 (54,79%) isolat membawa alel C,
26 (35,62%) isolat membawa alel F dan 7 (9,59%) isolat membawa
alel campuran C dan F. Hasil analisis statistik uji Chi-Square (X*) =
0,022; df = 1; p < 1, dengan demikian dapat disimpulkan bahwa tidak
ada hubungan bermakna antara alel C dan F gen eba-175 P.
falciparum dengan berat ringannya malaria falciparum.

F. Hubungan Frekuensi Distribusi Alel C dan F
Gen Eba-175 P. falciparum dengan Manifestasi
Klinik Malaria di Papua

Frekuensi alel C dan F gen eba-175 P. falciparum pada malaria
asymptomatik dan symptomatik diperlihatkan pada Tabel 19. Hasil
pemeriksaan nested PCR menunjukkan bahwa frekuensi distribusi
alel C pada pasien malaria falciparum asymptomatik dan symptomatik
lebih tinggi dibandingkan dengan alel F dan alel campuran C dan F
pada kedua kelompok manifestasi klinis malaria di atas.

Tabel 19. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 P.falciparum pada
pasien malaria falciparum berdasarkan manifestasi klinis

Manifestasi klinis Frekuensi
No. | Genotipe
Asymptomatik (%) | Symptomatik (%) (%)
1 | AlelC 69 (62,7) 55 (55) 125 (59,5)
2 | AlelF 20(18,2) 37(37) 56 (26,7)
3 | AlelC/F 21(19,1) 8 (8) 29 (13,8)
Total 110 (100) 100(100) 210 (100,0)

Frekuensi alel C pada sampel malaria asimptomatik adalah 69
(62,7%) isolat lebih dominan dibandingkan dengan alel C pada sampel
simptomatik adalah 55 (55%). Frekuensi alel F pada sampel malaria
simptomatik adalah 37 (37%) isolat lebih dominan dibandingkan
dengan alel F pada sampel asimptomatik adalah 20 (18,2%). Frekuensi
alel campuran C dan F pada sampel asimptomatik 19,1% lebih




dominan dibandingkan dengan alel campura C dan F simptomatik
adalah 8 (8%) isolat.

Hasil analisis statistik Chi- Square (X*) = 2,76; df = 1; p <0,10.
Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa tidak ada hubungan
bermakna antara alel C dan F gen eba-175 dengan manifestasi klinis
Odds ratio (OR) = 0,63, dikatakan hanya sebagai faktor proteksi
(karena r<1). Berdasarkan manifestasi klinis, malaria berat sebanyak
27kasus dengan densitas parasitemia >10.000/pL dan malaria ringan
sebanyak 73 kasus dengan densitas parasitemia <10.000/uL (tabel 20).

Tabel.20. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 pada kasus malaria
symptomatik berdasarkan densitas parasit P. falciparum

Densitas P. falciparum Frekuensi
No. Genotipe
<10.000 | >10.000 (%)
1 AlelC 40(54,79) | 15(55,56) | 125(59,5)
2 Alel F 26(35,62) | 11(40,74) 56 (26,7)
3 Alel C/F 7(9,59) 1(3,70) 29 (13,8)
Total 73 (100) 27(100) | 100 (100,0)

(Kriteria WHO, cutoff > 10.000/pL darah)

Berdasarkan densitas parasitemia pada malaria falciparum
symptomatik dari 100 kasus menunjukkan bahwa alel C lebih
dominan daripada alel F dan alel campuran C dan F. Hasil analisis
statistik uji Chi-Square (X*) = 0,022; df = 1; p < 1, menunjukkan
bahwa tidak ada hubungan bermakna antara alel C dan F gen eba-
175 P. falciparum dengan densitas parasitemia dari pasien malaria
falciparum.

G. Hubungan Frekuensi Distribusi Alel C dan F
Gen Eba-175 P. falciparum pada Pasien Malaria
Falciparum Symptomatik dengan Pengobatan
Sulfadoksin-Pirimetamin di Papua
Dari 100 orang pasien yang terinfeksi oleh 2. falciparum, hanya

56 orang pasien yang memenubhi kriteria inklusi untuk diikutsertakan
di dalam penelitian ini. Sebanyak 44 orang pasien lainnya mengikuti
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program obat standar yang sudah ditetapkan di rumah sakit umum
daerah. Dari 56 orang pasien yang diikutsertakan, hanya 17 orang
pasien yang dapat di follow-up sampai hari ke 28, sedangkan 39
orang pasien lainnya hanya dapat diikuti sampai hari ke-7. Analisis
gen eba-175 isolat P. falciparum pada pasien tersebut menunjukkan
39 isolat membawa alel C, 10 isolat membawa alel F dan 7 isolat
membawa alel campuran C dan F diperlihatkan pada Tabel 21.

Frekuensi alel dimorfik gen eba-175 P. falciparum diperoleh
berdasarkan hasil pemeriksaan pasien malaria falciparum positif di
Rumah Sakit Umum Abepura, Puskesmas Hamadi dan Poliklinik Panti
Asuhan Katolik Sentani. Kemudian diberi pengobatan sulfadoksin-
pirimetamin dan diperiksa sediaan darah tepi berupa SD tetes tebal
dan SD apusan tipis mulai dari hari ke-2, 3, 7, 14, 21 dan 28. Ternyata
obat yang diberikan kepada pasien mengalami kegagalan dan tidak
dapat mempengaruhi manifestasi klinik selama pengobatan hingga
hari ke-3 (ETF) adalah 34 orang. Pasien yang mengalami gejala
klinik dan parasitemia pada hari ke-4-14 (L7F) terdapat 2 orang
serta pasien yang berhasil (ACR) disembuhkan adalah pasien yang
tidak ditemukannya kembali gejala klinik dan parasitemia hingga
pada hari yang ke-14 adalah 20 orang.

Setelah dilakukan intervensi dengan SP, maka frekuensi distribusi
alel gen eba-175 pada isolat P. falciparum tersebut tampak berubah
diperlihatkan pada Tabel 21. Frekuensi distribusi alel C tampak
meningkat, sedangkan alel F menurun.

Tabel 21. Frekuensi distribusi alel C dan F gen eba-175 P. falcparum pada
pasien malaria symptomatik yang mendapatkan pengobatan sulfadoksin-

pirimetamin

Sesudah Pengobatan Frekuensi
No. | Genotipe

KPD (%) | KPK (%) | Berhasil (%) (%)
1 | AllC 30 (88,2) 1 (50) 8 (40) 39 (69,6)
2 | AlelF 2(54) 1 (50) 7 (35) 10 (17,9)
3 | AF 2(54) 0 5(25) 7 (12,5)
Total 34 (100) 2 (100) 20 (100) 56 (100,0)

Jumlah total pasien adalah 56 isolat, 39 isolat membawa alel C,
10 isolat membawa alel F dan 7 isolat membawa alel campuran C



dan F. Frekuensi pasien dengan alel C yang berhasil disembuhkan
adalah 40%, tetapi yang mengalami kegagalan pengobatan dini
(KPD) adalah 88,2% dan kegagalan pengobatan kasep (KPK) adalah
50%. Frekuensi pasien dengan alel F yang berhasil disembuhkan
adalah 35%, yang mengalami kegagalan dini (KPD) adalah 5,4% dan
kegagalan pengobatan kasep (KPK) 50%. Pasien dengan alel campuran
C dan F yang berhasil disembuhkan adalah 25%, yang mengalami
kegagalan pengobatan dini (KPD) adalah 5,4% dan kegagalan
pengobatan kasep (KPK) adalah 0%.

Hasil uji statistik Chi-Square (X*) = 9,291 ; df = 1; P< 0.01,
dengan demikian dapat disimpulkan bahwa ada hubungan bermakna
antara alel C dengan kegagalan pengobatan sulfadoksin-pirimetamin,
namun tidak terhadap alel F. Odds ratio (OR) = 1.64 berarti obat
antimalaria SP yang diberikan merupakan faktor risiko kegagalan
terhadap pasien yang membawa alel C (karena r >1).
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05 -

- Pembahasan

Prevalensi kasus malaria falciparum asimptomatik berdasarkan
slide positif rate relatif tertinggi ditemukan di Kecamatan Depapre
yaitu di daerah Depapre, Tablasupa I dan II sebanyak 39,6%, dan
Kecamatan Jayapura Selatan yaitu di daerah Hamadi pantai
sebanyak 35,4%. Kondisi kasus malaria ini disebabkan karena, faktor
lingkungan, manusia, vektor (nyamuk Anopheles) dan parasit yang
terdapat di Kecamatan Depapre dan Jayapura Selatan.

A. Faktor Lingkungan

1. Aspek Lingkungan Fisik

Desa Depapre, Tablasupa II dan Hamadi pantai terletak di
dekat pantai sedangkan desa Tablasupa I letaknya di atas laut. Suhu
di daerah ini di berkisar antara 25-27 °C. Suhu mempengaruhi
perkembangan parasit dalam nyamuk. Suhu yang optimum berkisar
antara 20-30 °C. Makin tinggi suhu (sampai batas tertentu) makin
pendek masa inkubasi ekstrinsik (sporogoni) dan sebaliknya makin
rendah suhu makin panjang masa inkubasi (Hariyanto, 2000). Kondisi
udara di daerah ini berangin, dengan uap air laut dan tingkat
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kelembaban yang tinggi, sehingga nyamuk menjadi lebih aktif dan
lebih sering menggigit, proses penularan malaria akan lebih tinggi.

Kelembaban yang rendah memperpendek umur nyamuk,
meskipun tidak berpengaruh terhadap parasit. Curah hujan tertinggi
berkisar antara 1500-6000 mm/tahun pada bulan Desember sampai
April, sehingga banyak genangan air hujan di dalam sampan dan
kolam-kolam air bekas banjir, dan diselingi dengan bergantian
musim panas pada bulan Mei sampai November merupakan suatu
keadaan penting untuk transmisi penyakit malaria. Pada umumnya
hujan akan memudahkan perkembangan nyamuk dan terjadinya
pandemi malaria. Besar kecilnya pengaruh tergantung pada jenis
dan deras hujan, jenis vektor dan jenis tempat perindukan. Hujan
yang diselingi panas akan memperbesar kemunkinan berkembang
biaknya nyamuk Anopheles (Haryanto, 2000).

2. Aspek Lingkungan Biologik

Daerah Depapre, Tablasupa dan I dan II serta Hamadi pantai.
Kondisi daerah-daerah ini masih merupakan hutan tropis dan hutan
pohon sagu. Selain itu daerah ini ditumbuhi oleh pohon bakau,
tumbuhan enceng gondok, dan tumbuhan lain yang dapat mem-
pengaruhi kehidupan larva karena tumbuhan-tumbuhan di atas
dapat menghalangi sinar matahari atau melindungi dari serangan
makluk hidup lain (Departemen Kesehatan RI, 1986). Khusus daerah
Hamadi pantai banyak kolam-kolam kankung dan genangan air di
dekat rumah penduduk akibat saluran air yang tersumbat, dan
daerah Depapre, Tablasupa I dan II berdasarkan letak nya di tepi
pantai dan di atas laut dengan banyak kolam dan genangan air di
pantai serta di dalam perahu yang merupakan tempat perindukan
(man made breeding place) bagi spesies nyamuk Anopheles farauti
dan An. punctulatus sebagai vektor utama di Kabupaten Jayapura.
Masyarakat di daerah ini sering terinfeksi oleh malaria falciparum
asymptomatik berdasarkan pemeriksaan mikroskopis semikuantitatif.

3. Aspek Lingkungan Sosial-Budaya

Tingkat kepadatan penduduk di daerah ini dari kurang padat
sampai sedang. Kurangnya kesadaran masyarakat tentang bahaya
malaria serta kebiasaan hidup berada di luar rumah sampai larut



malam, yang menyebabkan vektor bersifat aksofilik dan eksofagik
akan memudahkan gigitan nyamuk. Aspek ini juga berperan dalam
mempengaruhi perkembangan nyamuk An. farauti dan An.
punctulatus sebagai vektor utama dan An. karwari dan An. koliensis
sebagai vektor sekunder (Gandahusada, et a/, 2000).

Berdasarkan slide positive rate, daerah ini dapat dikatagori sebagai
daerah High Prevalence Area (HPA) karena SR > 3% (Departemen
Kesehatan RI, 1999). Ke empat daerah di atas mempunyai lingkungan
yang sangat sesuai untuk pertumbuhan parasit malaria falciparum,
karena hanya parasit yang bisa beradaptasi dengan sifat-sifat species
nyamuk Anopheles yang anthropofilik, akan membentuk sporogoni
dan menghasilkan sporozoit yang efektif yang dapat ditransmisikan
ke dalam tubuh manusia. Prevalensi kasus malaria di satu daerah
endemi malaria dan di daerah endemis malaria lainnya tidak sama,
tergantung pada perilaku spesies nyamuk yang menjadi vektor
(Gandahusada et a/, 2000).

Prevalensi kasus malaria vivax asimptomatik berdasarkan slide
positive rate relatif tertinggi ditemukan di Kecamatan Sentani yaitu
di daerah Danau Sentani dan Kota Sentani adalah 38,5%, hal ini
disebabkan karena kodisi fisik Danau Sentani dengan suhu 22-24,5°C
akan mempengaruhi perkembangan parasit dalam nyamuk. Uap air
dan kelembaban yang tinggi, serta curah hujan berkisar 1500-6000
mm/tahun merupakan faktor yang penting untuk transmisi penyakit
malaria (Gandahusada et a/ 2000).

Dari lingkungan biologi, Adanya kolam-kolam ikan seperti,
ikan mas, nila, gurami, gambusia, ikan kepala timah (Panchax sp)
dan lain-lain dapat menekan jumlah larva nyamuk. Terdapat banyak
hewan peliharaan seperti, sapi, kambing, babi hitan hal ini dapat
mengurangi jumlah gigitan nyamuk pada manusia. Selain itu, danau
Sentani dikelilingi oleh hutan sagu, dan di atas permukaan danau
banyak ditumbuhi oleh tanaman enceng gondok, lumut, ganggang
dan tumbuhan air lainnya. Perkembangan larva nyamuk Anopheles
terhambat karena sinar matahari tidak tembus sampai ke tempat
larva ini hidup. Sedangkan dari aspek sosial-budaya, tingkat kepadatan
masyarakat dapat dikagorikan kurang padat dan mata pencaharian
masyarakat mayoritas sebagai nelayan dan berkebun sedangkan
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perilaku masyarakat sehari-hari untuk makan, minum, dan MCK
dari air danau Sentani. Namun untuk masyarakat yang tinggal di
Kota Sentani mata pencaharian sebaian besar sebagai pegawai negeri
sipil dan swasta. Dan untuk kegiatan hidup sehari-hari menggunakan
air PAM. Di daerah ini kurang baik untuk biologi vektor, dengan
demikian maka perkembangan vektror yang membawa P. falciparum
lebih sedikit, dibandingkan dengan vektor yang membawa 2. vivax.

Berdasarkan slide positive rate, daerah ini dapat dikatagori sebagai
daerah High Prevalence Area (HPA) karena SR > 3% (Departemen
Kesehatan RI, 1999). Keadaan lingkungan di daerah Danau Sentani
sampai kota sesuai untuk perkembangan malaria vivax karena
pengaruh iklim penting sekali terhadap ada atau tidak nya malaria
berkembang di suatu daerah.

B. Faktor Vektor

Species nyamuk Anopheles yang beperan penting dalam penularan
malaria di Kabupaten Jayapura adalah Anopheles farauti dan An.
punctulatus Kedua species tersebut merupakan vektor utama transmisi
malaria di samping vektor sekunder adalah An. karwari dan An.
bancrofti (Gandahusada et al 2000). Vektor An. farauti tempat
perindukan larvanya di kebun kankung, kolam, genangan air dalam
perahu, genangan air hujan, rawa-rawa dan saluran air sedangkan
An punctulatus tempat perindukan larva di air tempat terbuka dan
terkena sinar matahari, pantai (dalam musim penghujan), dan di
tepi sungai (Gandahusada et a/ 2000).

Kehidupan nyamuk sangat ditentukan oleh keadaan lingkungan
yang ada seperti suhu, kelembaban, curah hujan dan sebagainya.
Tingginya penularan tergantung dari densitas vektor, frekuensi
gigitan, lamanya hidup vektor, lamanya siklus sporogoni, angka
sporozoit (parasit yang terdapat dalam kelenjar liur nyamuk) dan
adanya reservoir parasit (manusia yang mempunyai parasit dalam
darah (MacDonald, 1957).



C. Faktor Manusia

Pada dasarnya setiap orang dapat terinfeksi oleh penyebab
penyakit (agent) dan merupakan tempat berkembang biaknya agent
(parasit Plasmodium). Bagi pejamu ada beberapa faktor intrinsik
yang dapat mempengaruhi kerentanan pejamu terhadap agent
Faktor-faktor tersebut mencakup usia yaitu anak-anak lebih rentan
terhadap infeksi parasit malaria karena imunitas tubuh anak belum
sempurna terhadap infeksi 2. falciparum, dibandingkan orang
dewasa. Sebab semakin sering orang dewasa terpapar oleh parasit 2.
falciparum, maka tubuhnya akan membentuk antibodi terhadap
parasit P. falciparum. Jenis kelamin, anak peremuan daya tahan
tubuh lebih kuat dibandingkan dengan anak laki-laki (Molineaux
dan Gramiccia, 1980). Selain itu aktivitas anak laki-laki atau orang
laki-laki dewasa lebih sering di luar rumah dibandingkan dengan
orang dewasa perempuan. Ras, beberapa ras manusia atau kelompok
penduduk asli daerah endemis mempunyai kekebalan alamiah terhadap
malaria, misalnya penderita sickle cell anemia dan ovalositosis
(Departemen Kesehatan RI, 1999).

Sosial ekonomi di daerah ini lebih banyak rendah dan sedang
yang menyebabkan infeksi malaria lebih tinggi. Riwayat penyakit
sebelumnya, masyarakat yang hidup di daerah ini lebih sering
terpapar oleh infeksi P. falciparum sehingga tubuh mereka sudah
terbentuk kekebalan terhadap infeksi. Cara hidup, masyarakat di
daerah ini jarang menggunakan kelambu dan sering tinggal di luar
rumah sampai larut malam, perilaku hidup seperti ini, juga sangat
berpengaruh terhadap penularan malaria. Status gizi, masyarakat di
daerah ini tergolong cukup baik dan imunitas masyarakat di daerah
ini cukup baik, karena sering terinfeksi oleh parasit 2. falciparum,
sehingga mereka sudah memiliki kekebalan tubuh secara alamiah
(Departemen Kesehatan RI, 1999).

D. Faktor Parasit (Plasmodium)

Sifat-sifat spesifik parasit berbeda-beda untuk setiap spesies
malaria dan hal ini mempengaruhi terjadinya manifestasi klinis dan
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penularan. P. falciparum mempunyai masa infeksi yang paling
pendek, namun menghasilkan parasitemia yang tinggi, gejala paling
berat dan masa inkubasi yang paling pendek. 2. vivax pada umumnya
menghasilkan parasitemia yang rendah gejala yang lebih ringan dan
mempunyai masa inkubasi yang lebih lama (Haryanto, 2000).

Distribusi kasus malaria falciparum asimptomatik di Kabupaten
Jayapura berdasarkan umur dan jenis kelamin menunjukkan bahwa
anak laki-laki pada umur 0-<10 tahun adalah 59,6% lebih banyak
terinfeksi oleh malaria falciparum daripada anak perempuan adalah
40,4%, hal ini mungkin disebabkan karena anak laki-laki memiliki
daya tahan tubuh lebih rentan dibandingkan dengan anak perempuan.
Menurut Molineaux dan Gramiccia (1980), bahwa perempuan
mempunyai respon imun yang lebih kuat dibandingkan dengan laki-
laki. Perbedaan distribusi menurut umur dan jenis kelamin
sebernarnya berkaitan dengan perbedaan derajat kekebalan karena
variasi keterpaparan kepada gigitan nyamuk.

Frekuensi angka malaria falciparum simptomatik positif (slide
positive rate) relatif tertinggi ditemukan di Rumah Sakit Umum
Daerah dok II Jayapura adalah 58,5%. Hal ini disebabkan RSUD dok
I Jayapura merupakan rumah sakit rujukan dari semua rumah sakit
ataupun puskesmas di Kabupaten Jayapura. Distribusi kasus malaria
falciparum simptomatik di pusat pelayanan kesehatan berdasarkan
umur dan jenis kelamin menunjukkan bahwa perempuan dewasa
umur > 20 tahun adalah 52 % relatif lebih tinggi dibandingkan
dengan laki-laki dewasa umur > 20 tahun adalah 46%. Hal ini di-
sebabkan karena daya tahan tubuh perempuan terhadap terpaparnya
parasit P. falciparum cenderung memburuk dibandingkan laki-laki
pada kasus malaria falciparum simptomatik.

Pada pasien malaria falciparum asimptomatik di Papua, di
temukan densitas parasitemia 40-400 parasit/uL lebih tinggi di-
bandingkan dengan > 401parasit/uL. Namun untuk sampel simptomatik
densitas parasitemia 40-400 parasit//uL lebih rendah dibandingkan
dengan densitas parasit >400 parasit/uL, hal ini menunjukkan bahwa
daerah-daerah tersebut di atas dapat dikatagorikan sebagai daerah
hiperendemis. Tingkat parasitemia dapat digunakan untuk menilai
beratnya penyakit (Silamut dan White, 1993; WHO,1986; McElroy



et al, 1994). Meskipun demikian, pada daerah endemis malaria,
parasitemia yang tinggi sering ditemukan pada individu yang
asimptomatik (Silamut dan White, 1993).

Dalam beberapa tahun terakhir, berbagai penelitian biomolekuler
telah dilakukan untuk mengungkapkan faktor-faktor yang mendasari
virulensi parasit infeksi malaria pada manusia. Beberapa penelitian
telah berhasil menghilangkan antara ekspresi gen dengan manifestasi
klinik pada parasit malaria P. falciparum, misalnya: gen msp-2
(Engelbrecht at al, 1995; Robert et al, 1996), gen var (Su et al, 1995)
dan gen eba-175 (Dittrich et a/ 2003; Cramer at al, 2004), telah
diidentifikasi berkaitan dengan manifestasi klinis malaria.

Sampai saat ini penelitian mengenai peran gen eba-175 masih
sangat terbatas. Gen ini menyandi protein EBA-175 yang berperan
pada proses invasi merozoit ke dalam eritrosit, meskipun antibodi
spesifik terhadap protein tersebut tidak bersifat protektif (Sim et a/,
1990; Orlandi et aj 1992). Studi awal menunjukkan adanya dua
bentuk alel (dimorphic alleles) dari gen ini, yaitu alel C dan F pada
berbagai daerah endemik malaria di dunia (Ware ef a/ 1993).
Selanjutnya, hasil-hasil studi epidemiologi molekuler di Laos dan
beberapa negara Afrika menunjukkan bahwa, alel F lebih sering
ditemukan pada isolat P. falciparum (Dittrich et al, 2003; Cramer et
al, 2004).

Berdasarkan survai malariometrik pada populasi genetik malaria
falciparum asymptomatik di Kabupaten Jayapura, khususnya daerah-
daerah yang berisiko terkena infeksi malaria falciparum menunjuk-
kan bahwa frekuensi alel C lebih dominan 66,7%. Angka ini merupa-
kan nilai rata-rata alel C tertinggi yang ditemukan di daerah Hamadi
lembah, Hamadi pantai, Depapre, Tablasupa I dan II, daerah dekat
kaki gunung Sicklope (Sereh atas), serta Danau Sentani dan kota
Sentani. Dan isolat yang membawa alel F lebih dominan ditemukan
di daerah Hamadi pantai dan Sereh atas adalah 23,3%. Serta isolat
yang membawa alel campuran yang lebih dominan ditemukan di
Danau Sentani dan Kota Sentani adalah 30%. Hal ini menunjukkan
bahwa ada kecenderungan variasi alel dimorfik dipengaruhi oleh
suatu etnis dan geografis dari suatu daerah tertentu.
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Rasio prevalensi (RP) alel C pada subyek asimptomatik di
Papua adalah 2,19 dengan tingkat kepercayaan 95% artinya bahwa
alel C merupakan faktor risiko timbulnya malaria falciparum
asimptomatik, sedangkan alel F merupakan faktor protektif karena
rasio prevalensi alel F adalah 0,45 berarti alel F justru menjadi faktor
pencegah timbulnya penyakit malaria.

Rasio prevalensi (RP) alel C pada subjek simptomatik di Papua
adalah 1,4 dengan tingkat kepercayaan 95% artinya bahwa alel C
merupakan faktor risiko timbulnya malaria falciparum simptomatik.
Sedangkan alel F merupakan faktor protektif karena rasio prevalensi
alel F adalah 0,71 berarti alel F justru menjadi faktor pencegah
timbulnya penyakit malaria.

Frekuensi distribusi alel F pada populasi malaria falciparum
symptomatik di Kabupaten Jayapura, Papua lebih dominan di-
bandingkan dengan populasi asymptomatik. Hal ini menunjukkan
bahwa ada kecenderungan alel F mempengaruhi manifestasi klinik.
Hasil uji statistik one way anova dari isolat alel F pada sampel
simptomatik menunjukkan Pvalue 0.000 < 0,05 (two sided) (SPSS)
dengan demikian dapat disimpulkan bahwa ada hubungan bermakna
antara alel F dengan manifestasi klinis. Di Laos, analisis populasi
malaria falciparum ditemukan isolat membawa alel F adalah 52%
dan isolat membawa alel C adalah 41% serta isolat membawa alel
campuran C dan F adalah 7% (Ditrich et a, 2003).

Di Indonesia, khususnya Kabupaten Jayapura Propinsi Papua,
analisis isolat-isolat 2. falciparum pada kasus malaria asimptomatik
dan simptomatik menunjukkan bahwa alel yang dominan adalah alel
C. Perbedaan distribusi alel gen eba-175 di berbagai daerah endemis
malaria ini masih sulit dijelaskan. Beberapa penjelasan tentang hal
ini telah dikemukakan, misalnya pengaruh faktor geografis dan
faktor genetik pejamu. Sehubungan dengan hal ini, masih belum bisa
dijelaskan mengapa di Papua, alel C lebih dominan dibandingkan
dengan alel F.

Frekuensi distribusi alel dimorfik gen eba-175 isolat P. falcjparum
dalam penelitian di Papua, Indonesia, baik galur Camp maupun
galur FCR-3 tidak dipengaruhi oleh densitas parasitemia. Hal ini
disebabkan karena alel C dan F dapat ditemukan baik pada pasien



malaria asimptomatik maupun simptomatik dengan kisaran densitas
parasitemia < 10.000 parasit/uL dan > 10.000 parasit/uL. Namun
demikian alel C tetap lebih dominan ditemukan pada pasien malaria
asimptomatik dan simptomatik. Dengan demikian maka densitas
parasitemia tidak dapat dijadikan indikator yang menunjukkan salah
satu alel dimorfik gen eba-175 P. falciparum di Papua. Di Laos
(Dittrich et a/ 2003) hasil analisis nilai tengah (median) dari densitas
parasitemia menunjukkan alel C berbeda bermakna terhadap jenis
kelamin, sedangkan di Papua, Indonesia alel dimorfik gen eba-175
tidak dipengaruhi oleh densitas parasitemia.

Penelitian kasus kontrol di Ghana bagian Utara melaporkan
adanya hubungan yang kuat antara alel C dengan isolat-isolat 2.
falciparum yang menyebabkan kematian anak-anak akibat malaria
(Cramer et al, 2004). Di Laos, hubungan antara alel dimorfik gen
eba-175 dengan manifestasi klinis malaria tersebut tidak ditemukan
(Dittrich ef al, 2003). Di Papua, Indonesia, analisis frekuensi
distribusi alel dimorfik gen eba-175 pada isolat-isolat 2. falciparum
yang diperoleh dari kasus malaria asimptomatik dan simptomatik
menunjukkan bahwa alel C merupakan alel yang dominan. Hal ini
berarti bahwa Alel C tidak dapat dijadikan marker untuk manifestasi
klinik yang menentukan prognosis penyakit malaria. Odd rasio =
0,64 ( r<1) yang berarti dengan demikian dapat disimpulkan bahwa
berdasarkan statistik manifestasi klinis bukan merupakan faktor
resiko terhadap kedua alel dimorfik gen eba-175 P. falciparum,
namun pernyataan di atas tidak mewakili secara klinis karena alel F
mempunyai arti klinis bagi pasien malaria falciparum simptomatik
di Papua. Dominasi alel C ini juga tetap terlihat pada isolat-isolat 2.
falciparum yang berasal dari pasien dengan gejala malaria berat
maupun ringan serta semua kelompok usia pasien. Hal ini me-
nunjukkan bahwa manifestasi klinis pada kasus malaria falciparum
di Papua tidak dipengaruhi oleh salah satu alel gen eba-175.

Adanya perbedaan hasil penelitian di bawah ini dengan
penemuan yang dilaporkan sebelumnya (Cramer et a/ 2004), secara
molekuler belum dapat dijelaskan. Namun, patut digaris bawahi
bahwa, hasil tersebut tampaknya telah keliru menginterpretasikan
alel dimorfik gen eba-175, dengan menyatakan bahwa alel C memiliki
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karakterisasi insersi nukleotida sebesar 423 pb sedangkan alel F
memiliki insersi 342 pb. Kriteria alel gen eba-175 ini bertentangan
dengan kriteria menurut peneliti lainnya dan hasil penelitian kami,
di mana ciri dari alel F adalah insersi nukleotida 423 pb dan alel C
adalah insersi nukleotida 342 pb (Ware et a, 1993; Dittrich et a/, 2003).

Frekuensi distribusi alel gen eba-175 pada penelitian ini juga
tampaknya tidak dipengaruhi oleh pemberian obat antimalaria
sulfadoksin-pirimetamin. Hal ini terlihat bahwa pasien dengan
distribusi alel C yang tetap dominan sedangkan alel F relatif berhasil
disebuhkan. Pada isolat-isolat 2. falciparum yang resisten terhadap
obat sulfadoksin-pirimetamin tetap membawa alel C. Sedangkan
isolat yang sensitif relatif membawa alel F. Hal ini menunjukkan
bahwa pasien yang membawa alel F masih dapat diobati dengan obat
antimalaria sulfadoksin-pirimetamin. Sedangkan pasien yang mem-
bawa alel C perlu dilakukan penanganan khusus. Hal ini didukung
oleh nilai odd rasio = 1,64, (r >1) menunjukan bahwa obat antimalaria
sulfadoksin-pirimetamin yang diberikan kepada pasien tidak dapat
menyembuhkan pasien yang membawa alel C , namun dapat dapat
menyembuhkan pasien yang membawa alel F, namun demikian
hasil statistik tidak bermakna.



06 -
- Kesimpulan
dan Rekomendasi

A. Kesimpulan

Hasil-hasil analisis molekuler isolat-isolat 2. falciparum yang

dikumpulkan dari pasien malaria asymptomatik dan symptomatik di
Papua menunjukkan bahwa:

1.

Pada pasien malaria falciparum asymptomatik dan symptomatik
di Papua, ditemukan frekuensi distribusi alel C lebih dominan
dibandingkan dengan alel F dan alel campuran C dan F;
Distribusi frekuensi alel C dan F gen eba-175 P. falciparum
tidak berhubungan dengan manifestasi klinik malaria di Papua;
Distribusi frekuensi alel C dan F gen eba-175 P. falciparum
tidak dapat dijadikan marker atau petanda malaria berat berat
dan malaria ringan di Papua;

Galur FCR-3 gen eba-175 P. falciparum lebih berhasil diobati
dengan antimalaria sulfadoksin-pirimetamin di Papua, dari
pada galur Camp, tetapi hasil uji statistik tidak bermakna.
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B. Rekomendasi

Dari penelitian yang sudah dilakukan, ada beberapa rekomen-
dasi yang dapat dikemukakan sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan pemeriksaan imunologi untuk mendeteksi
respon imun spesifik terhadap isolat-isolat yang membawa alel
C dan F gen eba-175 tersebut;

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui dasar
molekuler dari dominasi alel C di Papua;

3. Perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut untuk mengetahui
pengaruh faktor etnis pejamu pada frekuensi distribusi kedua
alel gen eba-175 tersebut;

4.  Perlu dilakukan penelitian khusus tentang efikasi obat antimalaria
sebelum menggantikan obat antimalaria yang baru agar tidak
tidak terjadi resistensi parasit terhadap OAM dalam pengobatan
malaria falciparum di Papua.
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