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BAB I
PENDAHI]LUAht

LlJ,ltar Belakang

Malada masih menjadi masalah kesehatan masyarakat belahan

&mia" tenrtama di negara-negara berkembang yang beriklim nopis seperti di

Itrnesia- Diperkirakan 6A % penduduk Indonesia tinggal di daerah endemis

nnlaria yang tingkat endemisitasnya beragam. Stategi global eradikasi malaria

pernah berhasil menunxrkan insiden malaria, akan tetapi WHO menyatakan bahwa

kasus malaria dikarenakan berbapi sebab kembali meningkat. I

Departemen kesehatan @epkes) me,nempatkan malaria sebagai salah satu

penyakit infetsi yang menjadi permasalahan, sebab sangat mempenganrhi angka

kematian bayi, anak balitq dan ibu melahirkan serta mampu menuruokan

ptoduktivitas kerja. Pada dasarnya malaria merupakan penyakit infeksi yang

disebabkan oleh sporozoa genus plasmodium yang ditularkan melalui grgltan

nyarruk anopheles betina. Berdasnrkan hasil penelitian Depkes tahun 1990, lebih

dari 95 % kasus malaria disebabkan oleh Plasmodiumfalciparum dan P. vivm.2

Penanggulangan penyakit ini telatr dilakukan sejak lama melalui berbagai

upaya, misalnya penanggulangan vektor malari4 pengobatan penderita dan

perbaikan lingkungan. Program pemberantasan meliputi diagnosis dini, pengobatan

cepat dan tepat surveilan dan pengendalian vektor yang semwnya ditujukan

memufus mata mntai penularan malaria 3



Pada tahun 1973 ditemukan pertama kali kasus resistensi P. falciparwr

6adap klorokuin di Kalimantan Timur. Sejak itu kasus resistensi terhadap

filsokuin yang dilaporkan semakin meluas. Tatrun 1990 dilaporkan telah terjadi

nsistensi parasit P. falciprum terhadap klorokuin di selunrh provinsi di Indonesia-

Sdain itu dilaporkan juga adanya resistensi plasmodium terhadap sulfadoksin

frimetamin (SP) dibeberapa wilayah di Indonesi4 sementara pffggunaan

modiakuin walaupun belum atau tidak digunakan, 4 dari 5 propinsi (Katimanun

Timur, Timor Timur, Sulawesi Selatan dan Irian Jaya) yang diteliti melaportan

edanya resistensi inviro.

Penelitian di kabupaten Pesisir Selatan" Sumatera Barat (Sumbm) tahun

2[!04 menunjul*an kegagalan terapi klorokuin yaitu 78,43o/o dan SP mencapai

ffiJTo/o pada malaria falsiparum tanpa komplikasi. aJ Evanita (2002)

mendapatkan tingkat resistensi klorokuin yang tingg yutu72,2o/o dengan proporsi

teftanyak pada resisten II EID 36,60lo dan resisten m (RIID 51,9/a sehingga

klolokuin tidak efektif lagi diguoakan sebagai obat anti malaria (OAM) di Padang

dengan demikian pada sebagian besar wilayah Sumbar resistensi klorokuin telah

t€*jadi.u

Masalah resistensi parasit terhadap OAM merupakan tantangan besar

&ngan implikasi penyebaran malaria ke daerah baru atau mrmculnya kembali

malaria di daeratr yang telah diberantas. Keadaan ini dapat meningkatkan

morbiditas dan mortalitas akibat malaria. Oleh sebab itu urfuk menanggulangi

adanya Mitiple Drug Resistance (MDR), pemerintah telah merekomendasikan



obat pilihan pengganti dengan terapi kombinasi artemisinin (Artemisinin

Combination Theropy / ACT). Konsep pengobatan yang di$nakan di Indonesia

est ini adalah kombinasi yang secara umum dikelompokkan men$adi kombinasi

Epi artemisinin (ART) dan non ART. t

Terapi kombinasi merupakan regimen pengobatan 3 hari.

Pcngobatan ini untuk malaria falsipanrm me,mbcrikan hasil yang cepat, dapat

dipe,fcaya" arnan, mencegah resistensi, dan mengurangi penularan. Thailand adalah

Egara pertama 1ng memperkenalkan penggunaan ACT tahun 1994, kombinasi

rtemeter-meflokuin (AM) saat ini digunakan secara luas di beberapa negara di

A.sia Tenggara, sementara artesunat-amodiakuin (AAQ) dan arte,meter-lumefantin

(AL) merupakan ACT terbanyak yang digunakaa di Afrika I

Terapi kombinasi ART yang digunakan di Indonesia berdasa*an

domendasi WHO 2001 dan pedoman penatalaksanann malaria Depkes 2007

nlalah kombinasi AAQ dengan dosis trtrrggal harian selama 3 hari dan dilaporkan

orkup ditoleransi dengan baik, efek cepat, mencegah terbentuknya garnetosit, dan

dektif untuk parasit MDR. Kombinasi ini diketahui pada penelitian Adjuik dt*

(1999) di Gabon, Kenya dan Senegal merupakan kombinasi yang efelcif dan

ditoleransi dengan bai( angka kesembuhan parasit selama 14 hari pemberian

kombinasi mencapai lebih dari 9}o/opadasemua tempat penelitian- ?$

Resistensi terhadap ACT di dunia terutama kombinasi AAQ yang banyak

digunakan di Afrika rnaupun kombinasi ART lainnya belum banyak dilaporkan.

Sejak tahrm 1995 Thailand telah menggunakan kombinasi AM selama 2 han



dimbah primakuin dosis tunggal dibeberapa propinsiny4 telah melaporkan

adanya resistensi terhadap meflokuin begitu pula dengan Kamboja yang sejak

lrhlm 2000 menggunakan AM selama 3 hari telatr melaporkan perkembangan

ng'grlan terapi dengan regimen yang banr tersebul e

Di Indonesia sendiri penggunaao ACT dalam penatalaksanaan malaria

Eutama AAQ dimulai sejak tahtm 2004 dan terus dilaksanakan sesuai pedoman

Ilepkes 2007, begtu pula regimen kombinasi ini telah digunakan di Sumbar

lfiususnya di Padang, narnun penelitian mengenai efektifitas dan didukung oleh

dmyaresistensi molekuler akibat mutasi gen terhadap kombinasi ini belum ada

Penelitian SeVaningrum dkk (2004) pada 54 pasien malaria falsiparum

.-"r'Ila komplikasi di Lampung dengan pemberian kombinasi AAQ selama 3 hari

menrmjrdckan kegagalan terapi sampai 24,15o/o pada observasi sampai hari ke 2E

walaupun kombinasi ini jauh lebih efektif daripada klorokuin ftegagalan terapi

Wo).K'tip4 Dengan adanya penelitiat'tenebut dan berdasarkan kebijakan WHO

2006 yaitu analisis dan perubahan kebdakan terapi antimalaria di suatu daeratr

seharusnya dimulai ketika angka kesembuhan dengan rekomendasi terapi OAM

saat ini mengalarni penurunan dibawah 90% (sesuai dengan uji pengawasan efikasi

tfrapi), maka sebaiknya sudah mulai dipikirkan kebijakan peng$maan AAQ di

Srrmbar secara luas. Io

Sebagai baku emas uji efikasi dalam penentuan tingkat kegagalan terapi

dan penentuan kebijakan pengobataq WHO masih menggunakan rlji resistensi

invivo sebagai baku emas dan telah mengalami berbagai perubalran serta



modifikasi dalam interpretasi hasilnya. Berbagai faktor dapat mempengaruhi

hilnya terutama imunitas penderita sehingga seringkali tidak mengg:ambarkan

rcsistensi obat secara mumi. Pemeriksaan lain yang lebih menggambarkan

nsistensi obat murni adalah uji invifro dan molekuler. 7

Pemeriksaan molekuler saat ini yang banyak diteliti tenrtama mutasi

ditingkat gerl yaitu mutasi gm protcin ilanspor obat seperti PrcRT dan Pfl\4DR

nda resistensi klorokuin, mutasi gen DIIFR dan DFIPS pada resistensi SP serta

ffisi gen PflvIDR yang mempengaruhi sensitivitas berbagai OAM seperti

moAiamin, meflokuin" kina halofantin" dan kemungkinan ART. Penelitian

hfuya yang sedang dikembangkan adalah mutasi gen spesifik pada ART yaitu

nda gen protein spesifik PfATP6. rr

Penelitian molekuler terbanyak yang ditemukan adalah mengenai dasar

nolelruler resistensi P. falciparum terhadap golongan kuinolin, bukti yang ada

munjukt<an bahwa resistensi ter$ebut bersifat multigen. Di Indonesia,

SnnraAin dkk (2005) yang meneliti hubungan polimorfisme gen terhadap

resistensi klorokuin dan SP di 4 wilayah Indonesia bagran barat (Nias, Hanur4

Kokap dan Kutai) yang endemis malaria mendapatkan dari 85 sampel, 100%

me,mbawa gen polimorfisme PfCRT,76T dan 116 sampel adalah l00olo

PMDRI,86Y, mutasi tidak ditemukan pada kodon 7A34, 1042, dn 1246 yang

jrrya menimbulkan resistensi Horokuin di wilayah lain. Sementara di 4 wilayah

Indonesia timur ditemukan mutasi PfMDRI,S6Y lebih rendah dan ditemukan

mr{asi cukup tinegr pada PflvIDRl, 1042D 12



Penelitian ini mencoba menggambarkan efektivitas dan kemungkinan

admya resistensi nalaria falsiparum terhadap AAQ melalui dua mstode

pemeriksaan yaitu tes standar 7 hari WHO yang disederhanakan dan polyterase

Mn reaction restrictian fragment lenght polymorphisms (PcR-R[rP) sebagai

pcm€riksaan standar untuk mendeteksi resistensi obat akibat mutasi genetik atau

pcnandamolekulerkegagalan pengobatan dan se.kaligus menganalisis faktor-faktor

y'mg diduga mempengaruhi tingkat resistensi P. falciparumtertndap AAQ.

lJ Identifikasi Masalah

l. Berapa besar resistensi P. falciparum terhadap kombinasi artesunat amodiakuin

sesara invivo?

2- Apakah ada hubrmgan mutasi alel gen PfATP6 dBn PflvIDRl dengan resistensi

terhadap kombinasi artesunat amodiakuin ?

3. Apakah ada hubungan fa}tor-fbktor jtnis kelamin, endemisitas asal daeralo, dan

densitas parasit dengan resistensi terhadap kombinasi ini ?

l3Triuan Penelitian

l3.l TujuanUmurr

Mengetahui hubungan mutasi alel gen PfATP6 dan PfMDRI dengan

resistensi malaria falsiparum terhadap kombinasi artesunat amodiakuin serta

faktor-faktor yang diduga mempengaruhinya



13.2 Tujuan Khusus

l. Menentukan resistensi malaria falsiparum terhadap kombinasi artresunat

amodiakuin dengan tes invivo standar 7 hari yang disederhanakan wHo

2. Menilai proporsi mutasi alel PfATP6 dan Pfl\dDRl padamalaria falsiparum

3- Menilai mutasi alel gen PfATP6 dan Pfl\dDRl dengan resistensi

malaria falsipanrm terhadap kombinasi artesunat amodiakuin

4. Melihat hubungan jenis kelanrin, endenrisitas asal daeralu dan densitas

parasit terhadap resistensi

l,il. @otesis Penelitian

l- Te'rdapat mutasi alel gen PfATP6 dan Pfl\dDRl dengan resistensi

malaria falsiparum terhadap kombinasi artesunat amodiakuin

t Te'rdapat hubungan jenis kelarnin, endemisitas asal da€rah" dan densitas parasit

dengan resistensi malaria falsiparunfterhadap kombinasi artesunat amodiakuin

L![ ililrnfaat Penelitian

l. Dengan menentukan resistensi ini maka dapat diketahui apakah kombinasi

atesunat amodiakuin masih efe}:tif digunakan sebagai terapi standar anti

malaria di Sumatera Barat.

L Dengan diketahui mutasi alel maka dapat dijadikan penanda dalam mendeteksi

rsistensi molekuler parasit terhadap kegagalan terapi kombinasi artesunat

amodiakuin sehingga dapat dipertimbangkan kombinasi antimalaria lainnya
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Keterangan gambar:

Adanya mutasi spontan parasit atau pengaruh tekanan obat melalui resistensi

silang obat yang segolongan yang terus menen$ pada populasi menyebabkan

mutasi pada tingkat gen yaitu kodon N86Y PflvIDRl dan L263E PfATP6

yang menyebabkan penrhhan asam amino dari protein yang mengatur

mekanisme kcrja obat dalam valcrola makanan P. Jiilcipanm, schingga ikatan

obat dan protein transpornf yaitu PfMDRI dengan amodiakuin atau

mungkin ART serta protein spesifik yang mengatur mekanisme kerja OAM

endoperoksidase dengan derivat ART akan terhambat. Selaqiutnya akan

menimbulkan parasit-parasit mutan pada populasi, akibatnya aktifitas firngsi

endoperoksidase dan transpor obat benrbah (inakti$, ditandai dengan

kematian parasit yang meilrrun sebagai akibat penurunan efektifitas kerja

obat (selelsi obat). Hal ini dapat dinilai dengan adanya resistensi atau

kegagalanterapi parasit malada sec6ra invivo dan molekuler



BAB N

TINJAUAI\I PUSTAKA

2.1 Situasi Melaria Dan Resistensi Obat Anti Melaria Di Dunia Dan Indonesia

Malaria masih meqiadi masalah kesehatan masyarakat di lebih dari 100

negara yaitu dengan perkiraan 4V/o darj- total penduduk drmia Prrevalensi penyakit

ini diperkirakan sekitar 300-500 juta kasus klinis sctiap tahun. Di Indonesia

didapati jumlah kabupaten/kota endemik pada tahun 2004 sebanyak 424 da.rl. 579

kabupaten/kota" dengan persentase penduduk yang berisiko penularan sebesar

42A2%terpusat pada wilayah Indonesia bagran Timur. 13

Di Jawa-Bali angka kasus malaria yang sudah dikonfirmasi peneribu

penduduk atau Annual Parasite Incidence (APD selama tahun 2006 adalah O,lg/a

sementara diluar Jawa-bali didapati angka klinis malaria perseribu penduduk atau

Anmnl Malaria Incidence (AMI) selama tahun 2006 sebesar 23,98o/o atau secara

umum cenderung menurun dibanding tahun 2000-20A6 namuo meningkat jika

dibanding selamatahun 2CI02-2004. Sementarauntuk tahun Z0A7,API dan AMI.di

Indonesia terlihat pada gambar dibawah ini 13' 14
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Gambar 2.1 API dan AMI Indonesia tahun 20A7 14

hoporsi kematian berdasarkan survei kesehatan rumatr tarryga tahun 2001

desa 2% dandalarn periode ini, kejt'ian luar biasa (KLB) terjadi di 23 propinsi,

5l kabnpaten/kot4 meliputi 108 desa dengan jumlah panderita 11.597 darL

kmatian 298 jiwa. Mortalitas tahun 2005 sebesar O,gz%odan tatnm 2Cf7 0,2o/o 3'r3

Di Indonesia tedapat berbagai suku bangsa dengan mgam kebiasaan dan

F11aku yang merupakan faktor berpengaruh dalam menunjang keberhasilan

ptisipasi masyarakat dalam program pengendalian malaria Beberapa perilaku

ymg tidak menunjang adalah kebiasaan masyarakat yang terbiasa mencari

pengobatan sendiri dengan membeli obat ke warung dan menggunakan obat

dengan dosis tidak adekuat yang dapat timbulnya resistensi obat. ra

tl
fi
r:
t:
IE
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Menurut laporan WHO 2006 resistensi penggunaan selunrh golongan

OAM terus meningket kecuali derivat ART. Hal ini meningkatkan suatu serangan

nrlaia global dan penangaffn yang utama dalam melakukan konfol malaria.

Admya penyebmluesan dan mendiskriminasi penggrmaan suaftr golongan

rrimalaiq menyebabkan penekanan terhadap kekuatan yang bersifat selektif pada

F6it rmtuk berke,mbang meqiadi situasi dengan tingkat resistensi yang tinggi.

raristensi dapat dicegah atau onsffiya diperlambat dengan mengkombinasikan

lolmgan OAM yang memiliki mekanisme aksi obat berbeda dan kepastian angka

h+cmbrrhan yang mngat l'ngg untuk me,mperbaiki regimen dosis 10

Pada awalny4 pemberian antimalaria yang tidak adekuat menyebabkan

rri*nsi dengan tingkat yang rendah serta prevalensi mataria juga rendah namun

td ini ternyata me,mbahayakan. Pada ini pasien merasa lebih baik

dma beberapa minggg kemrdian gejala mrmcul kembali umrlrnnya l€bih dari

&a minggu dttandai dengan anemill yang membrnuk serta menjadi suatu

gametosit (yang membawa gen resistensi) sumber malaria

Se@iuftrya para atrli kesehatan mengartikan keadaan ini sebagai suatu perluasan

infeksi yang baru (reinfeksi). Pada saat itu jika percobaan obat klinis dilakr*a&

rimnya resistensi tidak bisa dikenali. Selama perbuukan gejala ini timbullah

resistensi yang berlangsrmg antara infeksi primer dan rekrudensi, sehingga

penanda diagnostik yang pasti dari resistensi akan eagal memprbaiki pemberian

F4i pilihan selanjuhya. 15'16
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Resistensi terhadap OAM menjadi perrnasalahan didmia terutama pada

P- fulciparum yang mengalami secara hras terhadap penggunaan

fnrohin, SP dan meflokuin, hal ini sudah diobsenrasi seperti terlihat pada

tmba peta penyebaran resistensi dibawah ini. Di Indonesia resistensi terhadap

biga golongan antimalaria tersebut juga terjadi. r0

//\\ :

{ \'L-" )Y-i

C-nmbar 2.2 Are* Transmisi Malaria dan Distribusi Laporan Resistensi

Ateu Gagal Pengobatan Dengan Antimalaria Tertentu (resistensi

reflokuin Afrika masih dalam bentuk review) r0

Resistensi yang paling luas tetjadi pafu penggunaan antimalaria

H61ohrin Iful ini dilaporkan pertama kali di Thailand dan Colombira pda tahm

1950 setelah 12tahwrobat ini diperkenalkan Tahm 1980 diselunrh area endemis

fi Amedka Selatan dan tahun 1989 di Asia dan Oceania bdadi resistensi

fnqokuin Di Afrika resistensi klorokuin menimbulkan keadaan darurat di Utara

l.E*E[r*rffi@Otshlb4
t-Ft?aed{doqruffi
,- &r?annfreflfh€dlmffi
t ffd?crn toq#ffii*rs
tlLG.&Em
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Afrrta dan menyebar secara gradual selatan Aeika sepanjang tahun

l$t). Saat ini di Amerika Serikat resistensi terdokumentasi di selunrh area

'ra. is malaria falsipannn kecuali Amerika Tengah dan Karibia. Hal ini

raasari penelitian molekular yang menitik beratkan adanya resistensi klorokuin

Fdn kasus-kasus malaria di Afrika yang berasal dari utara Asia. Resistensi

thokuin telah menimbulkan situasi darurat lebih kurang l0 kali pada 50 tahun

tr*fiir. Distribusi penyebaran resistensi klorokuin di dunia dapat dilihat pada

Inbc dibawah ini: ro

I tuGdrl-GaE'@#€@.dtu.e>lA
[=sffidad*

Gambar 2.3 Distribusi Penyebaran Resistensi Klorokuin Di Dunia r0

Seperti halnya klorokuin pada penggunaan AAQ dijumpai angla yang

lcbfr tinggi pada angka kegagalan klinis dan parasitologis kombinasi ini setelah

pcmantauan 2S haxi dengan pemeriksaan PCR. Dilaporkan adanya adanya

rcinfeksi setelah penggunaan AAQ di Afrika bervariasi yaltu l,2o/o di Angola

Dft

t

Ji-i-.-
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35'/o dr Senegal, 4o/o di Uganda, 6,8a/o dr Kongo, 9,2yo di Tannba4 7,2o/o di

Sudan danlg,s%adi Rwanda 15

Ll, illckrnisme Kerja, Resistensi Dan Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi

Bcdstensi Artesunat Amodiakuin

Obat-obat antimalaria yang ada saat ini dapat dikelompokkan pada

bcbcrapa golongan, beberapa obat baru telah dipakai dalam 20 tahun terakhir

tilnrm kegagalan pengobatan masih sering dilaporkan khususnya jika obat-obat

gsebut diberikan secara tunggal. Pada ganrbar dibawah ini memperlihatkan

rwrggolongan obat antimalaria dan targefirya pada organela utana trofozoit P.

friryum didalam eritrosit baik yang sedang digunakan saat ini maupun obat

hu yang masih dalam penelitian :

BulF I ::r':!l:il

o Qirpllrec inler*twi0r '

tmrlwin
' Percxir€s oxkfo€,*rdnr€ft . g*p

g|e r€r"d€free rdcd$ FiiGnii#:i

- etl}actarxpp{t.,
- t{ubixrt lFtale . r

- Na'l}t' dtEpo.t :

rfrffil.llEiiica ittibrF€ rr r€inlrasalion
Gi efacyane ano doxycyclf,e)

b
ardtrdscfitiort

fr toproleit

Drugs

'AlE ra$rdlg
XqrggA*
.lf$tiir&iilili

Gambar 2.4 TaryetObat Berdasarkan Golongan AntimalariaPadaOrganela

P' FalciPoru* KtrtiotT

'tanrtilfpts
:q; . Gayvnrvsis (e-g. Itctale

" &trlrdrogelwe;iH
\wr--''a'ht
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Setelah dilakukan berbagai upaya pemberantasan tetapi prevalensi

nataria masih tetap tinggi. Hal ini disebabkan berbagai harnbatan antara lain

rcsistensi vektor terhadap insektisida dan resisteirsi parasit terhadap obat

rrtimalaria tenrtama klorokuin, begltu pula AAQ yang efikasi dan efektifitasnya

behm banyak diteliti.

Bebe.rapa teori dikmbangkan untuk me.njelaskao mekanisme kcja ART

dm turunannya yaitu berkaitan dengan adanya stnrktur rantai 1,2,4 tioksan

(ilratan endoperoksida), bila terjadi resistensi akibat mutasi gen dapat

menghambatmekanisme kerja dibawah ird' r8' re'20

a Teori pertama meqielaskan bahwa ART bekerja dengan cara membentuk

radikat bebas yang berinti karbon (C-centered free radical) dengan bantuan

lognm Fe2* atau Ferriprotoporphyrin D( (FPIE. Radikal bebas tersehrt

ke,rnudian akan mengikat dan menghambat kerja beberapa biomolekul parasit

seperti translationally controlled tumor protein (TCTP), P Falciparum

histidin rich protein II (PftIRP If), dan hemoglobin. Terhambatnya kerja

biomolekul-biomolekul tersebut pada akhirnya menimbulkan kematian

parasit.

t6
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Gambar 2.5 Mekrnisme Pembukaan atau Pemutusan Ikatan Peroksida dari

i: Artemisin. (A) Pemutusan secara reduksi dari ikatan peroksida dan

h

$ pembentukan C-centered rdical. @) Pembukaan Rantai dari ikatan peroksida
$

* -* membentuk hidroperoksida dan jalur dekomposisi subsekuen. 
20

E

[ " Ibi Kedua yaitu ART bekerja secara spesifik pada protein kalsium ATPase

[ fis tucoendopla.smik Retihtlum calcium-ATPase (SERCA) yang dikenal
E

X dqgl$ PfATP6. PfATP6 adalah protein yang masuk dalam kelompok SERCA
j
t h berfirngsi mengatur regutasi ion kalsium dalarn sitoplasma sel mamalia

!.
I fu4 kalsium ini pada membran parasit berperan pada metabolisme sel,

l
E Fbelaban dan diferensiasi sel termasuk motilitas dan invasi ke dalarn sel dari
T

p 
-" 

Kalsium juga penting rmtuk diferensiasi gametosit plasmodium dan

i' fikonisasi siklus hidup parasit dalam respon terhadap produksi melatonin dari

d ittan*:o'zt

ffi paasit malaria protein tersebut diharrbat secara spesifrk oleh ART meski

fffida molekul dari selektivitas tersebut belum jelas. Diduga ART bekerja

Fdr rdah berikatan thapsigargin berdasarkan kesamaan stnnktw tapsigargin.

|-
b
l3-.R
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Bcdasdan kesamaan stnrktur molekul antara ART dengan thapsigargin,

ilh inhibitor spesifik dad ATP6 mrmcul dugaan batrwa ART mungkin

rEtun€rtksi dengan ATP6 pada ranah perikatan thapsigargin. ART berefek

!fr' C-centered ftee radical yang dibangrm metalui reaksi antara ikatan

prua dan ion fe (bersifat Fe dependent) dari spesies sebagai mekanisme

*d hiologis dari ART. 2o'2r

rrrrrfing itu kerja lain dari ART adalah menghambat nutrisi masuk kedalam

frhmakenatr sehingga t€fjadi defisiensi asam amino disertai pembentr*an

troh yang selanjuhya menimbulkan kematian parasit karena

Hflxrgan sitoplasma, menghambat hemoglobinase, menghambat detoksifikasi

& ftrohe,me, alkilasi DNA, pembentukan radikal bebas, oksidasi dan alkilasi

ffiftu serta menghambat peroksidasi lipid seperti terlihat pada gambar

fuini:2

18
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Gambar 2.6 Skema Diagram Mekanisme Aksi Kerja Artemisinin dan

Antimalaria Endoperoksida 2 I

Menurut Jung dkk (2005) adanya interaksi hidrofobik ART dengan

Fotein PfATP6 dan terputusnye ikatan endoperoksida oleh ion besi untuk

me,mbentuk C-centered radical yang menimbulkan inaktivasi enzim dan

kematian parasit. Bentuk ikatan temebut interaksi hidrofobik antara

rmtai luar derivat ART dengan residu hidrofobik dai asam amino PfATP6

s€perti LEV263, lLE272, PYIE273 dan merupakan bentuk yang konsisterg

sehingga dikatakan bahwa residu 263 turlibat pada pengikatan ART pada

PfATP6. Penelitian ini jrya menyatakan bahwa ikatan ART pada PfATP6

mendahului aktivasi ikatan pereksida oleh Fe spesies. a

t9



Hubungan stnrktur dan fungsi SERCA disimpulkan bahwa residu asaur

mno L263 berperan pada sensitivitas terhadap ART. Penrbahan leusin

menjadi asam glutamat (mutasi residu) merupakan residu pada daerah yang

sama di SERCA nanralia menyebabkan resistensi relatif pada mmalia dan

p€nurunan terhadap efek inhibisi ART. saat ini polimorfisme DNA pada gen

PIATP6 telah dilaporkan pada isolat p. fatciparwn di lapangan rnauprm

hboratoriunr, seperti S769N pada artemether, E43lK A6238, dan lain-lain

nrnnun dengan resistensi terhad4p ART masih belum jelas . 23,u,2s

" Teori ketiga yaitu efek ART diperantarai perusakan potensial membran

mitokondria karena perekatannya dengan rantai traasfer elekfion yang

me'nyebabkan rusaknya fungsi mitokondria. Selain itu hilangnya potensial

membran mitokondria menyebabkan gangguan jalur sintesis pirimidin yang

da akhimya menyebabkan kematian parasit. Disamping itu delesi genNDE1

5"mg menyandi NADH dehidrogendse yang merupakan salah satu subrmit pada

rmtai respirasi kompleks I di mitokondri4 juga berhubungan dengan resistensi

tshadap ART, sedangkan overekspresi dari gen ini berhubungan dengan

peningkatan sensitivitamya. l8

Menurut Cowman (1991) pada umumnya bila terjadi resistensi pada OAM

*am diikuti resistensi terhadap OAM lain, karena itu diduga mekanisme resistensi

lHtrokuin sama dengan OAM lainnya. Resistensi gen karena mutasi gen dapat

Fiadi akibat tekanan obat yang terus menerus. Akibat mutasi, parasit dapat tetap

hil'lqry dengan menganrbil jalur metabolisme lain sehingga terhindar dari pengaruh

20



obd. Aktivitas malaria terjadi dalam vakuola mak4nan, molekul yang bertanggrrng

tsnab atas keluar oba ke dalam vakuola makanm adalah glikoprotein P

(Plfuoprotein homologuel/Pghl) yang disandi oleh gen p. fulciparum Muttidrug

laiststce / (Pft4DRl) dalam va*ruola obat yang masuk dalam vakuola

dan tidak bisa keluar lagi sehingga dapat membunuh parasit. Bila

Sadi mutasi akan terjadi anrplifikasi dan overekspresi gen yaog mengatur

Cftoerotein-P sehingga fungsinya berubah dan memodulasi resistensi. Hat ini

roryebabkan obat dapat keluar lagi (eflufts) dan masuk kedalam sitoplasma dan

fiiimktifkan sehingga prasit tidak terbunuh. 26'27

Secara lebih jelas mekanisme dan target kerja serta faktor-faktor resistensi

pg diduga dari derivat ART dapat dilihat pada garrbar dibawah ini dimana target

hja ART dan resistensinya pada protein PfATP6 dan PfTCTP sementara

rrL*nisme resistensi yang masih diduga yaitu pada selain pada protein PfATP6

i g @PrcRT,PflUDRl,UBP-l dafiG7-

21



Gambar 2.7 M;elra;nisme Target dan Fakfor-Faktor Resistensi ART

Pada P. faleiparum. Protein yang mengalami mutasi (titik meratr)

menunju**an pe,ningtcatan (panah) atau penurunan (garis hambatan)

sensitivitas secara invitro dari ART, warna oranye adalah target atau

mekanisme yang diduga dan #ama kuning adalah faktor-fakror resistensi

yang diduga) 2E

Dilain pihak telah diketahui mekanisme kerja amodiakuin terhadap mutasi

PfMDRl, dimana efektifitas amodiakuin lebih potensial dibanding klorokuin

berhubungan dengan peningkatan akumulasi obat atau metabolihya dalam vakuola

makanan- Dengan demikian bila terjadi mutasi pada gen Pfl\dDRl dapat

mempercepat pengeluaran amodiakuin . 23' 2e

Mekanisme resistensi yang diketahui yang berbasis molekular ini memang

lebih jelas ditemukan pada penggunaan amodiakuin dibanding ART tetapi belum

22



se'penuhnya dikenal, tetapi bukti invivo dan invitro memperlihatkan bahwa

resistensi terhadap amodiakuin berkaitan dmgan Single Nucleatide Polymarphism

(SNP) pada P. falciparum Chloroquine Resistance Trawporter (PfCRT) T76 dan

PftdDRl. Laporan meirgeirai prevalansi yang tinggi dari mutasi gar PfCRT T76

dit€mukan di Ghana dan sudan sedangkan Pfi\dDRl di Burkina Fasio. 3ort

Walaupun amodiakuin diketahui lebih potensial daripada klorokuin,

teuryata efektifitas kerjanya menurun didaerah dimana lesistensi terhadap

klorokuin trngg disebut sebagai resistensi silang dikarenakan keduanya termasuk

golongan OAM yang sama yaitu &aminokuiaolin. Laporan mengenai hal ini di

daerah Sudan Selatan diketahui adanya hubungan gen pCRT dan pfl\dDRl, yaitu

dua gen penanda resistensi klorokuin dengan penelitian secara invivo pada

klorokuin dan amodiakuiq data menrurjul*an hubungan yang kuat

resistensi silang akibat mutasi kedua gsn tersebut. Dokomajilar dkk (2006)

mendapatkan bahwa mutasi PfMDRl'memainkan pemnan yang lebih penting

dalam memediasi respon terhadap amodiakuin dibandingkan klorokuia dan mutasi

alel 86Y adalah prediktor kuat kegagalan terapi amodialnrin (p< 0,002) 2e'31,32

Mengenai artemisinin" Afonso dkk (2006) meneliti kaitan resistensi

klorokuin dengan ART dan mendapatkan adanya tendensi int€raksi fungsional

yang sama antara jalur yang mendasari resistensi klorokuin dan ART dimana

pemindahan alel wild type (narrrral) dari gen (mandasari resistensi ART) dengan

alel mutan dapat menurunkan sensitivitas ART hanya pada klon resisten klorokuin.
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Hat ini menandakan bahwa penggrmaan yang lama suatu obat di wilayah yang

resisten terhadap oAM lainnya (dengan klorokuin kfiususnya) telah merata. 25

Riset biologi molekuler dengan menggunakan tehnik komplementasi

genetik atau uji pertukaran alef meirunjukkan bahwa alel-alel mutan pflUDRl

yang menyebabkan tingkat resistensi lebih tinggi terhadap klorokuin juga

mempenganrhi sensitivitas terhadap OAM lain soperti kina" meflokuin" dan ART,

sementara transmisi mutasi alel 86Y gen PfMDRI telah diketahui tersebar luas di

Asia dan Afrika 2{ a Pickard dkk (2003) rneneliti genetik polimorfisme pada

Pfi\4DRl di Asia Tenggara dan mendapatkan prevalensi polimorfisme s6y pada

sepetiga (37W isolat atau sampel yang diteliti pada penggrrnaan meflokuin,

artesunat dan ART. 33

Penelitian mengenai resistensi terhadap ART dan derivatnya tidak banyak

dilakukan Polimorfisme gen PflvIDRl telah dihubungkan dengan peninekatan

sensitivitas terhadap ART yaitu Ns6Y, sl034c, Nl042D, dan 1246y. Mekanisme

lainnya melalui mutasi gen terhadap PfAtp6 pada kodon L2638 pada derivat

ART dan S769N pada artemeter (gangguan inhibisi membran sarkoendoplasmik

Cut) dapat dilihat pada gambar dibawah ini' 2s,3r,3a
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Gambar 2.8 Peta Gen PfoIDRl dm Alel-Alet Mutannya 33

Definisi resistensi parasit malaria terhadap suatu obat adalah kemampuan

parasit untuk dapat hidrp dan berkembang biak setelah diberi obat dalam dosis

optimal atau lebih tingg, tetapi masih dalam toleransi pnderita. Resistensi srultu

prasit terhadap OAM terjadi akibat adanya mutasi-mutasi gen yang terjadi secara

qpontan yang mempetrgaruhi ffi,dan aktivitas sasaran obat pada tingkat

molekul atau mempengaruhi akses obat terhadap targefirya pada paasit. Parasit-

parasit mutan akan tetap hidup walaupun OAM cukup untuk menghambat

pertumbuhan parasit normal namrm tidak adekuat unfuk membunuh parasit mutan,

fenomena ini dikenal sebagai seleksi obat. 3r'35

White (2005) menyatakan bahwa mekanisme genetik dari resistensi OAM

yang menopang kelaog$mgan hidup parasit timbul s@ara spontaq jarang dan

diduga tidak tergantung pada penggunaan obat. Terdapat mutasi atau perubahan

pada sejurnlah salinan gen yang mengkode atau berhubungan dengan target kerja
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obt atau memompa kelum masuknya obat yang mempenganrhi kadarnya

intraparasit.36

Hasting dan Watkins (2005) menyatakan intensitas penyebaran malaria

tidak langsung mempengaruhi perkembangan resistensi. Terdapat dua mekanisrne

utama resistensi obat yaitu mutasi secara random spontan yang terjadi pada siklus

hi&p dan menyebabkan timbulnya infeki. Ini adatah tipe mutasi berdasarkan tcori

genetik populasi standar yang bertanggung jawab pada tingkat resistensi yang

rcndah berhubungan dengan penyebaran obat. Yang kedua adalah melalui obat

png menjembatani proses selelsi mutasi s@ara spontan pada subpopulasi parasit,

)aitu bila penderita diobati, maka obat tersebut akan mengeliminasi bentuk yang

tidak mutan sementara mutan yang resisten akan lolos, berkembang dan disebarkan

(seleksi obat).3?

Berkaitan dengan kerja obat Afonso dkk (2006) menyatakan satu dari yang

terbanyak dasar genetik dari rcsistensi'obat adalah selelsi melalui tekanan obat,

dimana parasit yang sensitif obat atau resisten, secara genetik identik (isogenik)

kecuali beberapa mutasi terlibat. Dari hasil observasi disimpulkan bahwa parasit

malaria tidak hanya secara genetik atau biologi mampu menghasilkan parasit yang

stabil resistensinya terhadap ART arau klorokuin" tetapi juga dapat melewati

telcman obat. 2s

Sementara itu intensitas penyebaran malaria temyata tidak langsrmg

mempengaruhi perkembangan dari resistensi itu sendiri yang dipengaruhi tiga

mediator klini#epidemiologis (klonal yang beragan, pengobatan infeksi, dan
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tingkat imunitas manusia) yang menentukan dinamika resistensi melalui lima

vadab€l efektor yang menrpengmuhi tinggi rendahnya intensitas penyebaran

resistensi obat (rekombinasi sekstral, dinamika di datam tubuh inangnya obat yang

digunaka& proporsi inf€ksi yang diobati, dan jumlah parasit di tubuh inangnya) 3?

Resistensi terhadap OAM biamnya meningkat akibat salah mtu dari &1a

mekanisme yang mungkin yaitu perubahan pada disposisi obat (biasanya selalu

kc€na peningkatan pengeluaran obat dari parasit) dan perubahan pada pencapaian

fterja dari target otlat Pengawasan penanda genotipe dari resistensi obat dapat

di4likasil€n pada kedua target disposisi tersebut. Selain itu telah teridentifkasi

dua mekanisme r*ama yang berperan pada proses resisteirsi yaitu penrbahan

aanspor obat yatg dapat dilibt pada resistensi parasit terhadap obat misalnya

golongan kuinolin dan mrmgkin ART serta perubahan afinitas perikatan enzim

ymg t€rlihat pada golongan misalnya antifolat" sulfa dan analog koenzim q.3&u

Untuk melakukan penelitian dengenai resisteirsi teftadap antimalari4

WHO merekomendasikan beberap metode uji standar secara invivo. Saat ini

rekomendasi WHO yaitu dengan melakukan durasi pemantauan selama Z 23 hari

dau minimal 14 fur:', pada arca dengan intensitas transmisi ren&h hingga

menengalr. Hal ini dilatarbelakangi dengan pertimbangan adanya kegagalan terapi

yang bermakna yang mrmcul sebelum l4hai,dimana periode observasi yang lebih

pend€kmenjadi masalahpadauji obat x 13

Hal ini menjadi pennasalahan pada wilayah dengan tingkat resistensi yang

rendah disertai angka kegagalan yang rendah. Penelitian dengan durasi > 28 haxi
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tersebut juga mempunyai risiko hilangnya pemantauan atau drop ou! sebaiknya

didampingi d€ngan pem€riksaan molekuler seperti pcR gerctyping yang dapat

membed"kan reknrdensi dari reinfeksi. Jika surveilan tidak mempunyai jalw untuk

melakukan t€hnik molekular tersebuL penelitian dengan durasi 14 hari tanpa pCR

masih dawt membrikan informasi tentang gagal pengobatan" pcR dapat

me'mbandingkan gen polimorfik pada parasit terutama yang mengkode beberapa

variasi blokade seperti Plasmodiumfalcipuwn Merozoite proterh2 (PffrdSP2) juga

Pfi\,ISPl dero, Plasnodiwtt falcipannn Glutamate Rich protein (pctllRp) pada

selunrh komponen darah sebagai mmpel selama infeksi akut dan rekutett- 13'e

Faktor-faktor yang telah diteliti mempenganrhi penpbaran resistensi p.

falciparum terhadap OAM yaitu faktor umur dan jenis kelamin dimana setiap

orang dryat terinfeksi malaria perbedaan prevalensi menunrt umur dan jenis

kelamin berkaitan pula dengan derajat kekebalan karena variasi terpapar glgrtan

nyamulq sementara bayi didaerah endemis dikatakan mendapat

antibodi maternal yang diperoleh secara transplasental. Perempuan mempunyai

respon imtur lebih kuat dibanding laki4aki namun kahamilan dapat menambah

risiko malaria. al

Falctor lainnya yaitu faktor imunitas dimana selama penderita tidak imun

atau imunitasnya sangat rendah, gejala klinis akan semakin berat bila derajat

resistensi semakin tinggi dan sebaliknya semakin tinggi imunitas penderita gejala

klinis relatif akan semakin ringan rneskipun parasitnya sernakin resiste& hal ini
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akan mempengaruhi respon terhadap terapi secara tidak langsung. Respon terapi

dilihat dari keadaan hilangnya parasit dan secara klinis dari hilangnya demam. r?'4r

Tingkat imunitas berhubungan dengan endemisitas suatu daeratr. Imunitas

terhadap malaria timbul lambat dan tidak rnenetap, hingga banr didapat setelatr

dewasa dan setelah terinfeksi berulang-ulang, karena itu hanya didapat pada

penduduk didaerah endemis yang tiap hari terpapar dengan parasit. Unhrk

penduduk yang tinggal dida€rah non-endemis dimana derajat rendah,

jaang atau musiman maka mekanisme perlindungan seperti didaerah endemis

tidak t€rjadi. umumnya al<an timbul gejala klinis yang berat jika terinfeksi. ar

Disamping itu faktor densitas parasit dari beberapa penelitian juga

me'uopengartrhi tingkat resistensi yaitu adanya hubungan antara parasitemia yang

-irgg pada saat pemeriksaan dengan peningkatan risiko kegagalan terapi.

Penderita dengan derqiat parasitemia lebih tinggr pada awal terapi akan

strain parasit yang resisten atau mutan resisten secara spontan al

LL Resistensi P. Falciparum Terhadap Artesunat Amodiakuin

Mekanisme resistensi plasmodium terhadap AAQ belum banyak diteliti,

bahkan penelitian mengenai efikasi kombinasi obat ini belum banyak dilahkan.

Penelitian yang ada lebih banyak pada anak-anak terutama di negara-negara bagian

Afrika. Telah dilaporkan adanya efikasi yang rendah di Rwanda" Afganistan dan

pada penelitian di Kailahun" Sierra leone dilaporkan efikasi kombinasi ioi puda

H14 adalah 98,2 Yt menjadi 84,5 Ys pada H28 dan49,lYo mengalami reinfeksi. Di
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Ghana dilaporkan adanya insiden potensial yang tinggl pada parasit yang resisten

modiakuin dimana ditemukan Fnurunan efikasi monoterapi amodiakuin dengan

mgka kesembuhan dibawah 507o, sehingga menimbulkan pertanyaan mengenai

efektifitas amodiakuin sebagai kombinasi terapi dengan ACT.43

Penelitian Mutabingwa dkk (2005) terhadap empat empat mac4m obat yaitu

modiakuin tunggal, Amodiakuin+ SP, AAQ, dan AL pada anak-anak di Tanzania

rendapati sudah terjadi tingkat resistensi yang tinggi pada SP dan amodiakuin, AL

merupakan kombinasi yang paling efektif. Penelitian ini memperlihatkan bahwa

didaerah dimana klorokuin, amodiakuin dan SP terjadi kegagalan terapi,

p€nggunaan salah satu obat tersebut dalam kombinasi tidak bekerja dengan baik,

terlihat padatabel dibawah ini: 4

Tabel 2.1 Angka Kegagalan Parasitologis Satu tahun Pertama Diuji Dengan PCR 4
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Pada Penelitian Dondorp dkk (2009) di perbatasan Kamboja Barat dan

Tailand terjadi penurunan respon terapi secara invivo dari artesunat tunggal 7 hari
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dm artesunat ditambah meflokuin selama 3 hari, hal ini berkaitan dengan

sejumlah salinan PffvIDRl dan mutasi pada PfATP6 tetapi tidak dapat

{ielaskan mutasi dari meflokuin atau artesunat. a5

Indikasi memrrunnya efikasi AAQ di Indonesia telah ditemukan di Papua

Gmika) oleh badan Litbangkes yang melakukan uji coba me,mbandingkan AAQ

dm dihidroartemisinin-piperakuin (DIP), pada 334 pasien dengan malaria. Hasil

penelitian mentrnjulftan insiden infeksi rekuren pada hari ke 42 lebih rendah

sctelah terapi DHP dibanding yang mendapat terapi AAQ (2,8yo vs 13% , F0.01).

DHP ternyata lebih ampnh daripada AAQ dan lebih sedikit efe;k sampingnya,

selain itu juga efektif untuk P. falciparwn dan P. vivm, tersedianya obat ini dalam

ttformulasifaed dose akan meningkatkan kepatuhan minum obat, sehingga akan

diceai angka kesembuhan lebih tinggi. Depkes memutuskan pemakaian DIIP di

Prya sejak atftir tahun 2007 atau awal 2008. t0' 46'47

Sementara itu penelitian yang meadukung mengenai resistensi AAQ yang

dimediasi oleh mutasi genetik yang dilakukan oleh Nsobya dkk (2007)

mendapatkan pada pemakaian kombinasi AAQ di Uganda adanya polimorfisme

pada PfCRT pada selunrh isolat dan polimorfisme PflVfDRl 86Y (90,57o) dan

1246Y yang mendasari dan prevalensinya meningkat secara signifikan pada isolat

baru yang diteliti sesudah terapi. Hal ini mengindikasikan bahwa telah terjadi

seleksi mutasi terapi yang berhubungan dengan penunrnan respon dari amodiakuin.

€ pada penelitian sebelumnya oleh Holmgren dkk (2006) mendapati adanya
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hubungan seleksi mutasi PfCRT,76T dan PfMDRI,S6Y pada penggunaan

modiakuin monoterapi. ae

1oo%

IM
&
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4g*
*%
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g-%
36f t84t tmV 86Y+124FY

Gambar 2.9 Seleltifitas Alel-Alel PffvIDRI Sebelum dan Sesudah Terapi AAQ o*

Penelitian Lim dkk (2009) menemukanhubungan adanya sej *mlah salinan

gen PfivIDRl ssSagai penanda molekuler terhadap kegagalan terapi artesunat

meflokuin sebagai terapi malaria falsipagum diperbatasan kamboja dan Tailand,

bertaitan dengan pemakaian artesunat. 50 Witkowski dkk (2003) melalnftan

malisis resistensi terhadap komposisi berbagai OAM dan gen resistensi yang

m€mpengaruhinya, seperti terlihat pada tabel dibawah ini: 5r

tmV 86Y+124FY
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Tabel2.2 Golongan Anti Malaria, Kelas, PenggunaarL Target dan Gen Resiste,nsi 5l
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Artesunat (Artesunate atau Artesunic Acid)

Obat ini tersedia dalam benttrk tablet untuk pemberian peroral, dan bentuk

serbuk kering dalam ampul dengan dt*ot 5% NaHCO3 untuk pemkrian

parenteral ( tV atau IM). Satu tablet mengandrmg 50 mg artesunat dan 60 mg dalam

I arrpul. Konsentrasi puncak artesunat oral dalam plasma dicapai dalam I jam dan

waktu paruhnya adalah 4-8 jam sedangkan parenteral sangat c€pat diperkirakan 48

menit. Dosis pengobatan malaria falsiparum tanpa komplikasi yang MDR per oral

adalah dosis harian tunggal 4mglkgbb selama 3 hari. s2

Amodiekuin

Termasuk senyawa 4 aminokuinolin merupakan obat antimalaria dimana

struktur dan aktivitasnya mirip dengan klorokuin. Memprnyai efek antipiretik dan
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diradang seperti klorokuin. Penyerapan melalui usus cepat dan sempurn4 segera

dubah dihati menjadi metabolit aktif disetilamodialuin. Konsentrasi puncak

bcapai dalam 8 jam sedangkan waktu paruh sangat paqiang mencapai l8 hari.

Dosis amodiakuin basa dengan dosis harian tunggal l0 mg/kgbb selama 3 hari 52

Kombinasi artesunat amodiakuin

Scsilai komponen kombinasi obat ini, spektnrm aktivitas obat ini luas yaitu

*izontosida darah terhadap semua jenis plasmodium manusia terutanra untuk P.

Pciptum resisten Horokuin" gametosida darah terhadap semna jenis plasmodiuur

mmusia kecuali gametosit matang P. falciparum. Kombinasi ini dipilih dalam

troeram Depkes RI sejak2003 yane menetapkan AAQ sebagai pengganti kloro*uin

utrtuk pengobatan malaria falsipartrm tanpa komplikasi resisten klorokuin. Dosis

Hdiri dari 200 mg artesunat dan 600 mg anrodial$in untuk dewasa 5

Efek samping yang sering timbul yaitu mual, muntah dan sakit kepala Efek

smping lain yaitu peningkatan kadar SGPT dan BUN, sinus bradikardi, ikterik,

oliguria hipoglikemi4 edema pulmonal, hipotensi, henti jantung paru" perdarahan

salgran cerna, agranulositosis dan hemoglobinrnia. Efek samping berat adalah

grnitus, abnormalitas kardiovaskular, diskinesia gangguan saraf dan pendengaran.

Hati- hati penggunaannya pada ibu hamil dan menyusui, sebaiknya tidak dibedkan

pada kehamilan fiimester pertama. 5'52
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BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

ilJ-Disain Penelitian

Penelitian Deskdptif aoalitik dengan disain potong lintang dimana

variabel yang diuhr dilala*an pada satu saat.

t2. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada pendedta yang secara parasitologi positif

menderita malaria yang dirawat inap di bangsal Penyakit Dalam RS Dr. M. Djamil

dan RS daerah (Pasaman Barat, Pesisir Selatan, dan Kabupaten Solok) di Sumbar

selarna6 bulan

Tabel 3.1 Jadwal Kegiatan

KEGIATAN BIJLAN KE

t23456

Persiapan x

PengllmpulanDataxxxxxx

Analisis Data

Penulisan Hasil x
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ll3 Kriteria Inklusi:

Penderita yang secara klinis diduga me,nderita malaria dan pada pemeriksaan

parasitologis ditemukan P. falciparzrz stadium aseksual pada hapusan darah tepi

lf{. Kriteria Eksklusi :

l. Penderita berusia < 12 talrun

2. Malaria berat atau dengan komplikasi

3. Kehamilandanmenyusui

4. Adanya penyakit berat atau malnufisi

5. Infeksi canpuranatauparasit lain (P. vivaks, ovale, malariae)

t.5, Sampel Penelitian

Penderita yang diduga kuat secara klinis menderita malaria yang dirawat

irap di bangsal Penyakit Dalam RS Dr. M. Djamil Padang dan RS daerah

(Pasaman Barato Posisir Selatan, Kabupaten Solok) di Sumbar dengan besar

sampel:

za2 pe 0'g6f x o2 x 0,8

r: -;'_- --+

0,12

n : Besar safiIpel

Zu : Tingkat Kemaknaan, o = 0,05

P : Proporsi penyakit (dari pustaka) sebesar 0,2
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a =l-P

d = Tingkat ketepatan absolut yang dikehendaki, ditetapkan sebesar 10%

Berdasarkan rumus diatas didapatkan jumlah sampel 60 orang. Sampel yang

memenuhi kriteria inklusi dan tidak terdapat kriteda eksklusi diambil sebagai

sampel dengan cara pemilihan consecuttve random sampling.

l,f" Behan Dan Cara

Semua penderita yang memenuhi syarat dimasukkan dalam penelitian ini

dan diminta persetujuannya. Dicatat data demografi, keluhan dan temuan Hinis

pada pemeriftsaan fisik sesuai dengan daftar yang telah disusun sebelumnya.

Pemeriksaan laboratorium

pada penerita yang positif malaria dilakukan pemeriksaan kadar

bemoglobin, jumlah eritrosiL lekosit dan trombosit, hematolrit dengan

menggunakan alat Cell-Dynn 1.400 detigm teknik spekrofotometi. Pemeriksaan

faal hati secara fotometer dengan Reagen Boehringer Manheim, biltirubin dan

pemeriksaan gula darah dengan fotometer

uji Resistensi Malaria Terhadap Artesunat Amodiakuin

Uji Re$istensi Invivo

Pemeriksaan resistensi terhadap AAQ secara invivo menurut standar WHO-

pemeriksaan ini untuk mengetahui apakah plasmodium sensitif, dengan
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menggunakan test standar 7 hatt yang disederhanakan. Pada saat masuk dari

setiap penderita dibuat 4 sediaan Hapusan Darah Tepi (HDT), yaitu 2 sediaan

hapusan darah tebat dan 2 sediaan hapusan darah tipis yang diwamai dengan

lm$an Giemsa 5 %. Pad^ pembuatan sediaan darah tebal sampel darah diwanrai

20 menit, sedangkan untuk darah tipis sampel sebelumnya difilsasi dengan metil

alkohol selama 5 menit dan kenudian diwarnai selama 20 menit, dibilas dengan

air bersih dan dikeringkan diudara. Pemeriksaan pendatruluan oleh peneliti dan

t€oaga laboratorium. Sediaan dipetiksa dengan mis*rokop catraya dengan objektif

100 dengan menggunakan minyak imersi. Hasilnya dinyatakan negati{ apabila

tidak ditemukan parasit malaxia pada pemeriksaan 200 lapangan pandang. Pada

sediaan yang positif terlihat nukleus berwama merah dan sitoplasma binr

kermguan dengan pigmen coklat kehitaman

penderita dengan sediaan darah yang positif diperiksa darah lengkap dan kimia

Hinik dan diberikan terapi AAQ selarna 3 had berturut-turut, yaitu : artesunat 200

mg dan amodiakuin 600 mg. Penilaian akhir dilal$kan oleh 2 omng konsultan

ahli alari Laboratorium Pmasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Andalas

mengenai ada tidaknya parasit malaria, spesies dan stadium parasit Untuk menilai

tingkat rcsistensi parasit dihitung jumlah parasit pada HO FI2 dan H7. Dihitung

jumlah parasit dalam 200 leukosit dan hasilnya dikonversi menjadi jumlah parasit

pemnikroliter darah (parasit/u1), kemudian dinilai tingkat resitensinya apakah

Sensitif, R[, RlI, dan Rm. Untuk membedakan S dan RI juga dilakukan

pemeriksaan parasit Pada H28
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uii PCR-RFLP

Pada pasien yang sama dilakukan pemeriksaan metode PCR dengan RFLP dengan

cffi:

Pengambilan sanpel darah

Pengambilan darah pada lipat lengan sebanyak I ml dilakukan I kali. Prosedur ini

dilakukan ole,h petugas laboratorium yang terlatih. Tahapan ke.rja adalah dmgan

menggunakan jarum suntik ukuran 2.5 ml, diinjeksikan pada pembuluh darah lipat

le,lrgan secaffa perlahan secara aseptik dan antiseptik. Sela4iutaya daratl disedot

hingga volume 1 ml. Pengambilan daratr dilakukan pada pasien setelah mendapat

penjelasan dan menyetujui prosedrn pengambilan sesuai dengan inform cowent.

Etik penelitian telah dievaluasi dan disetujui oleh komite etik RSUP Dr. M.

Djamil Padaog.

Ilisain Primer '
primer didesain terhadap 18S rDNA yang bersifat universal terhadap genus

plasmodium. Produk PCR diamplifikasi terhadap gen PfATP6 dan PflvIDR yang

menyandi protein calcium-transporting ATPase. Sekuens gen PfATP6 dan

Pfi\dDR didapafkan dari Gmbank (http:llwww.ncbi-nlm-nih'gav). Mengingat gm

ini cukup besar, antara 2900 - 3000 bp, maka pada penelitian ini primer didesain

untuk 1500 - 3000 bp ftodon 500 - 1000), yang merupakan daerah mutasi

terbanyak.5

Ekstraksi DNA
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Ekshaksi DNA menggunakan prosedur yang dikembangkan oleh Foley dkk. 10 ul

deah dicampru dengan 500 ul sodium buffer PH (8.0) 5 mM dalatn

beotuk es. Divortex dan dilaqiutkan dengan sentifus pada 14.000 RPM selama 2

menif Supernatan dibuang, dan prosedur pmcucian diulangr 2 kali lagi. 50 ul

dstilled water ditambahkan pada pellet dan dipanaskan dalam waterbath pada

31rhu 100"C selama l0 menit Sampel disenhifirs 14.000 RPM selama trO menit.

Seernaun yang nrengandung DNA siap dipergunakan. 53

Anplifikasi DNA

Amplifikasi dilakukan pada volume total tiap sampel adalah 40 ul, yang terdiri

dili 400 ng DNA' 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 2.5 mM MgCl2, 0-05% Tween 20

dm masing-masing 20 mM dNTP, 20 pmot tiap primer danZ U Taq Polimerase.

Tah4an arrplifikasi adalah :Denaturasi awal : 94oC selama 4 menit, dilanjutkan

dengan anrplifikasi untuk 35 siklus yang terdiri dad 94C selama 40 detik

denatnrasi, anealing 55"C selama 60 detik dan ekstensi 72"C selama 60 detik.

Final ekstensi paAeT2.C selama 4 menil Hasil arrplifftasi dapat disimpan pada

4"C selama 48 jam atau pada -20"C selama 1 minggu s

Deteksi produkPCR

Pr,oduk PCR berupa urutan nukleotida yang dipotong dengan enzim retiksi

adonuklease, kemudian dieleltroforesis pada 1.5% agarose (Sigma Aldrich, Inc.

USA) yang dilarutkan dalam 1.0X TAE, ( Tris-asetat-EDTA )' mengandtrng

etidium bromide (0.5 pe/ml) dan divisualisasi pada panjane gelombang 260 nm
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UV, sedangkan transilluminator (Chromato-Vue San Gabriel CA, USA Model

TM36) dilengkapi dengan FotolAnalyst Mini Visionary Fotodyne Inc., Hardland

UA USA Model No. 69 dan Mitsubishi Video copy processor P67UA

Polimorfisme akan mrmcul sebagai pita DNA lsmfahan atau terjadinya

pergesemn pitu tt

l,?. Identifikasi Vrriabel

Variabel yang diteliti meliputi resistensi P. falsiparum terhadap mutasi kedua

alel, je,nis kelmin, endemisitas asal daeralu dan densitas parasit-

ilL Analisis Data

Dilakgkan analisis deskriptif tertadap data dasar yang meliputi

karakteristik penderita, keluhan dan temun klinis pada pemeriksaan fisik dan

t€muan laboratorium serta pemeriksrtan parasitologi. Perbedaan dua variabel

kualitatif dianatisis dengan menggunakan uji chi square, dan untt*

membandingkan perbedaan nilai rata-rata dua variabel kontinyu digunakan

student's t-test dengan batas kemaknaan p < 0,05. Data diolah menggumkan

program SPSS 16.0 for windows-
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3..} Definisi Operasional

Penderita diduga malaria ktinis adalah bila secara klinis ditemtrkan dengan atau

ranpa demam, menggigil dan berkeringat secara intermiten dengan atau tanpa

memia dan atau spenomegali

Ilensitas parasit adalah jumlah parasit dalam 200 leukosit dikali jumlatt

leukosit/mm3

Tingkat endemisitas adalah derajat suatu da€rah berdasarkan AMI yaitu Low IA

(<1$lo), Moderate IA (lW/o-507o) dan High M P50o/o) atau berdasarkan Spleen

Rae

Respon terapi adalah keberhasilan suatu terapi yang diukur berdasarkan

hilangnya gejala klinis demam dan hilangnya parasitemia dari hapusan darah tepi

Uii resistensi invivo adalah membandingkan kepadatan parasit aseksual

(d€nsitas) dalam darah pasien sebelum minum kombinasi artesunat dengan dosis

200 mg dan amodiakuin 600 mg pcrhari selama 3 hari kemudian diperiksa

ke,mbali densitas parasit padaln dan H7 kemudian hasilnya dinilai berdasarkan

standar kategori tingkat resistensi.

FCR-RpLP adalah pemeriksaan parasit dalarn darah manusia secara molekuler

dmgan melakukan pemotongan daerah mutasi oleh enzim restriksi endonuklease

Mutasi alel adalah apabila pada pemeriksaan PCR-RLFP ditemukan mutasi

positif yang menyebabkan perubahan asam amino pada kodon A63E PfATP6

'lan atauNS6YPfMDRl

i

i
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fingklt resistensi adalah derajat resistensi parasit aseksual P. /iilsiprum

eftadap terapi yane dikategorikan meqiadi sensitif (S) dan resisten (R) rtimana

rcisten dibagi menjadi R[, RII, RIII berdasarkan kriteria WHO

Scnsitif (S) adalah apabila parasitemiamenghilang dari darahperifer dalam waktu

7 hari tanpa adanya reknrdensi dalam 28 had

Bcristen E) adatah apabila masih ditemukan parasite,mia dalam darah pcifer

pg dibagi menjadi RI yaitu sama dengan S tetapi ada kemungkinan rekrudensi

dal waktu 28 hari, RII yaitu penurumn densitas parasit >75 olo tetapi tidak

p€mah hilang sama sekali pada H7 dan RIII bila tidak ada penrbahan yang berarti

(hrang dartTsy| abuparasitemia ID > H0

Dlderia berat adalah Malaria yang disebabkan oleh P. falciparum dengan

dis€fiai satu atau lebih kelainan berikut yaitu malada serebral dengan penurumn

kesadaran, anemia beral dehidrasi, asidosis metabolik" hipoglikemia' gagal gnjal

&rq edema panr akut, kegagalan sirlnrlasi atau syok, kecendenrngan perdarahaq

hiperpireksia, hemoglobinuriq ikterus, dan hiperparasitemia berdasarkan kriteria

wHo 1997

Mehutrisi dinyatakan berdasarkan indeks massa tubuh (Bltfl) < 18,5

Penyakit berat yang dimaksud adalah secara klinis menderita gagal jantung;

penyakit hati yang berat, penyakit paru yang berat dan ganggum metabolik berat

Infeksi camplrrgn atau parasit lain yaitu secara klinis atau parasi ologis

ditemukan adanya P. falciparum dergan P. malariae, vivm, ovale dau parasit lain
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3.10. Kerangka Penelitim

Penderita klinis malaria

HDT tipis dm tebal

IrDr(-)
EksHusi

IIDT (+) P.folciptwn stad
aseksuol inklusi dan eklusi

Densitas parasit H0darah
lengkap, kimia klinik

Mutasi alelPfATP6 dan
Pft{DR1

Densitas H2,H7,1128Uji resistensi invivo
(AAQ kuur)

- Jenis k€lamin - En&misitas asal da€rah - Densitas parasit

Gambar 3.I Kerangka Penelitian
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Tabel 3.2 Deraj^tResistensi Parasit Aseksual P.faleipnumTerhdap Terapi 6

Reqpon
Elqobatan

D€rajat
resistensi

Keterangan

Semitif s

Hilangnya samua parasit aseksual dari darah perif€r datam waktu 7
(tujuh) hari dihihmg setelah hari pertama minrm obt tanpa ada
resistensi

Resist€Nr

RI
I{ilanpya s€mua parasit aseksual dari darah perifer seperti halnya
pada S, te@i selalu ada retrudes€nsi dalam waktu 28-42hari

RII
Penunman yang jelas (75 o/o atau lebih) dari junlah parasit aseksual
dakm darahperifertetapi tidakp€Nnah hilang sama sekali

RM
Tidak ada p€nfiahan yang berarti (hrang dni 75 %) atau lebih
bertanbah darijunlah parasit 3s€ksual dalam darah perifer

Ilad 0
Densitas parasit (100 % Prasite,mia)

Setelah itu alibedkan 2fr) mg dan 800mg artesrmat amodiakuin

I

I{u.i I +

diberikan 200 ng dan 8{X}mg artesunat amodiakuin

I
I

Hlrri2 i
Densitas parasit tD

Set€lah ituberikan 200 mg alan E00mg artesrmat amodiakuin

Prasitemia <25Vo

rrffiti I
RM

I
Terapi Ahernatif

S/RI RII
f

Terapi Alternatif

Gambar 3.2 Interpretasi Hasil Uji 7 hari yag discderhanakan (sedim fuah tebal)
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BAB IV

IIASIL PEI\IELITIAN

.{. l. Karakteristik l)esar

Penelitian dilakukan terhadap 65 orang sampel yang memenuhi kriteria

inklusi dan eksklusi, tumull karena hasil analisis molekuler hanya mendeteksi 60

isolat, maka 5 saurpel dikeluarkan, sehingga total sarrrpel yang diteliti adalah 60

orang. Pada mulanya penelitian ini bertujuan melihat hubungan *ingkat resistensi

berdasarkan pada 4 kategori, tetapi pada perjalanannya hasil yang didapat nilainya

tidak memenuhi syarat untuk dilakukan analisis statistik sehingga dijadikan dua

kategori atau kelompok yaitu sensitif dan resisten.

Tabel 4.1 Karakteristik Dasar Penelitian

No Karakteristik , Jumlah (7o) Mean+ SD

I Umur (tahun)

2 Jenis Kelamin

Pria

Wanita

3 Endemisitas Daerah

Moderate IA
Low IA

4 Densitas parasit

(parasit/pl)

32 (53,3)

28 (46,7)

38 (63,3)

22 (36,7)

32,97 * 15,99

2002*6134
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sementara karakteristik dasar penderita berdasarkan analisis invivo
dengan independent t test drdapatlnnhasil seperti pada tabel dibawah ini:

Tebel 4.2 Kerakter.istik Dasrr Berdruarkan Analisis Resistensi rnvivo

No Karakteristik Sensitif (n=45)

Mean* SI)
Resirten (n=15)

Mean * SD

p

I Umur (tahun)

2 KadarHb (g/dD

3 Leukosit (1000seVml)

4 Trombosit(1000s€l/mt)

5 Hematokrit (7o)

6 GDR (m{/o)
7 scoT run)
r scPT (u/t)
9 Ureum (m*/r)
l0 Kreatinin (mdl")

32.89 + 16.6

12.45 +1.7

8.84 * 3.13

219 *55
37.76 * 4.8

111.5 +25.9

36.22*17.6

27.87 + 12.8

32.82+ l4.l
0.91 + 0,39

33.20 * 13.9 0.948

t1.58 +2.7 0.254
7.18 +2.52 0.069

20t +54 0.267

32.67 +6.1 *0.002

93.3 + 25.1 r,0.021

43.8 * 13.5 0.134

28.1 *,10.4 0.914

36.6 * 12.5 0.360

0.91 * 0.21 0.984

{2. Resistensi Artesunat Amodirkuin

Analisis resistensi AAQ dilakukan secafir invivo dengan meirdeteksi

adanya P. falciparum pada sediaan darah tepi setelah sampel mendapat

pengobatan. Pemeriksaan dilakukan pada H0 (hari sebelum pernberian obat), fD,

H7 dan H28. Hasil penelitian memperlihatkan resistensi ditemukan pada 15

Q5.0%) penderita, sedangkan sisanya 45 (7s-0%)penderita sensitif.
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R€sirtgr s€asitif

lklompok rcsistensi

Ganrbar 4.1 Dishibusi Proporsi Resistensi Artesunat Amodiakuin

Berdasarkan kategoriny4 resistensi terhadap AAQ dibagi atas tiga

kategori yaitu RL Rtr dan RIII. Kategori RI menrmjul&an P. falciparum

menghilang pada H2 dan H7 tetapi positif kembali pada H28' RII menunjdean

densitas P. folciparum menurun > 75Yo pada HZ dan tetap positif pada H7,

sedangkan RIII berarti densitas P. fahipuun menrrnm < 75o/o atau meningkat

VadaIIZ sesudatr pengobatan Pada penelitim ini didaptkan proporsi terbesar

pada kategori RI dan RIII, masing-masing 6 sampel (4$.V/o) sedangkan Rtr

ditemukan pada 3 QA.Ayil sampel, koreksi PCR tidak dilakukan pda H28.
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Tabel4.3 Dishibusi Pola Tingkat Resistensi Terhadap Arte$mat Amodiakuin

No Kategori Jumlah o/o

IRI
2RU
3 RIII

Jumlah

6

3

6

l5

40.0

20.0

40.0

100.00

4.2.1 Ilubungan Resistensi Artesunat Amodiakuin Berdasarkan Jenis Kelamin

Pada pe,nelitian ini ditemukan pria lebih banyak dari wanita dimana

AAQ sensitif lebih banyak ditemukan pada pria yaitu 25 (78,137o) kasus,

sedangkan resisten lebih sedikit yaitu 7 Q1,87%) kasus. Bila dibandingkan

wanita maka pada resisten pria lebih sedikit sedangkan sensitif lebih banyak.

Secara statistik tidak ada p€rbedaan bermakna afau hubungan resistensi

berdasarkan jenis kelamin (p = 0.550, p > 0.05).

Tabel 4.4 Hubungan Resistensi Artesunat Amodiakuin Berdasarkan Jeois Kelamin

Jenis kelamin Resistensi Invivo Artesunat Amodirkuin p

Resisten (%) Sensitif (%)

Laki-laki 7 Q1,87) 25 (78'13) 0-550

wanita 8Q8,57) 2A Q1,43)

Jumlatt 15 45 60
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122 llubungan Resistensi Artesunat Amodiakuin Berdasarkan Endemisitas

Asal Daerah

Endemisitas daerah didasa*an pada dala insiden malaria

perkabupatenlkota yang didapatkan dari Litbang Dinkes tingkat I Sumbar

2010. Daeratr dengan High lA (HIA) adalah Mentawaio Moderate IA (MIA)

adalahPesisir Selatan, Pasaman, Sawahlunto Sijunjung, Solok Selatan dan Low

IA (LIA) di wilayah lainnya termasuk Padang dan Kab. Solok Penelitian ini

hanya menemukan 2 kategori daerah, yaitu MIA dan LIA. Kabupaten dan Kota

dengan MIA adalah Pesisir Selatan dan Pasaman Barat, sedangtan LIA adalah

padang dan kab. Solok dimana penderita yang berasal dBri kab. Solok adalah

yang pernah berkunjung ke daerah tersebut 2 orang dan Kerinci 1 omng-

Data penelitian memperlihatkan kelompok resisten AAQ ditemukan

paaag Q3,Tqkasgs di daerah MIA dan LIA 6 Q7,3',/o) kasus s@ara proporsi

resisten lebih trnggl di LIA. Sebaliknye pada kelompok sensitif sebagian besar

ditemukan pada MIA, yellafl9 (76,3Va) kasus dan ditemukm 16 (72'7W kasus

sensitif pada daerah LIA dan secara proporsi sensitif lebih tinggi di MIA.

Analisis menggunakan chi squue tidak memperlihatkan adanya perbedaan

bermakna resistensi berdasarkan endemisitas asal daerah (p : 0'757, p >

0.05).

50



Tabel 4.5 HubrHrgan Resistensi Artesunat Amodiakuin Berdasarkan Endemisitas

Asal Daerah

Endemisitas

Daeratr

Modetate IA

Iow lA

Jumlah

Resisten (7o)

g (23,7\

6Q7,3)

l5

Sensitif (7o)

29 Q6,3)

t6 (72,7)

45

Resistensi Invivo Artesunat Amodiakuin

0.757

{L3 Hubrngan Resistensi Artesunat Amodiakuin Berdasarkan Densitas Parasit

Hasil penelitian memperlihatkan variasi yang lebar dari densitas parasit.

Pada kelompok resisten" variasi ditemukan antara 100 * 30.000 parasiVpl pada

kelompok sensitif dat240 - 25.000 parasiVul pada kelompok resisten. Rafa-rata

densitas parasit kelompok resisten AAQ invivo adalah 1930.89 + 6142.8

parasit/ptl, sedangkan kelompok sensitif adatah 2216 + 6317-6 parasiVpl. Analisis

rlengan independent t test tidak memperlihatkan adanya perbedaan bermakna atau

hubungan densitas parasit pada kedua kelompok dengan resistensi (p:0.757,p>

0.0s).

60

51



Tabel 4"6 Hubungan Resistensi Artesrmat Amodiakuin Berdasarkan Densitas Parasit

Uji Resistensi lnvivo Densitas Parasit

(parasittpl)

Resisten

Sensitif

1930.89 *6142.8

2216.0 * 6317.6

0.878

{3 Identifikasi PfATP6 dan PfMDRI Plusmodtum Falcipatunt

Identifikasi PfATP6 dan Pfl\dDRl menggunakan thermal cycler (Applied

Biosystem). Primer terhadap PfAT?6 dan analisis spesifisitasnya didisain

menggrurakan open source sofiware dari NCBI lhlF:lAvww.ncbi.nlm.nih.goy/).

primer PfATP6 berasal dali genebank accesion mtmber A8501733.1. Primer

mencakup daerah 321 - 9e (&4 bp), sehingga kodon 263 dapat dianalisis.

primer untgk PMDR1 berasal dari Dorsey dkk (2001) yang mencalarp daerah

sebesar 610 bP.

Tabel4.? Primer Yang Digunakan Sebagai Identifikasi Kodon 263 PfATP6 dan 86

PfMDRI

Gen Sekuens ProdukNo

PfATP6, forward

PfATP6, reverse

PfMDRl,forward

PfMDRl,reveme

5' TGCTGCCGTAGGTGTATGGCA 3' 644 bp

610 bp

5' TGACTGCTGGCAATCCTTCTGGT 3'

5' AGAGAT{{rL{{GATGGTAACCTCAG3'

5' ACCACAAACATAAATTAACGG3'
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Hasil amplifikasi dianalisis dengan gel agarose 2% dao diwarnai dengan

ethidium bromida seperti terlihat pada kedua garnbar dibawah ini:

Gambar 4.2 Hasit Amplifikasi Gen PfATP6. Line I adalah DNA ladder,

line2-9sampel

<- 610bp

Garrbar 4.3 llasit Amplifikasi Gen Pft![DRf. Line 1 adalah DNA ladder,

lne2- 9 samPel

Hasil penetitian memperlihatkan mutasi PfATP6 pada kodon 263 banya

ditemukan pada 2 sampel, (1L.76%) yalt\ L2638. Perubahan ini terjadi dalart
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bentuk urutan asam amino TTA (kusin, L) men$adi GAA (Asam

Glutamat, E). Analisis terhadap uji resistensi memperlihatkan L2638 ditemukan I

sampel pada kelompok AAQ resisten dan I sampel lagi pada kelompok sensitif.

Kodon 263 dituqiukkan oleh basa antara 787 -789.

T2lcaaa$cctttrcaaataaaadcgttttatfrggtsaeaattalsaazaalc&ttglaeagag

taastgtatggfirttzrdfttaaacffi .tncagatscaattc'dggf 840

Gambar 4.4 Unrten Nuklcotida dari 721-840. Terlihat penrbahan pada basa

antara 7W-789.

Mutasi Pfl\dDRl ditrjukm terhadap kodon 86, yaitu penrbahan Asparagn

(N) menjad.i Tirosin, (Y). Perubahan ini hanya menyanghrt t nukleotida yaifit

dari AAT (N) m€qiadi TAT (T). ,

Nr*leotida
Kodon

6laaag;Nwarc.aaaaag;4gta*gctgaattattfagaaaaataaagiaatg;agaaaara.'ao
121ftrtffiffi t$f,,gfrt3tr-atgtttaf,c',tgcacaaeaf,-gaaaan#.atttalalr'a'ffi
lsl tttgwgiig ctglfrtats, a$gaggaacattaccttttt ttatatctgt gtttegtgla - 80

24lat34taaag;aaeatglat'itrryjgtg?d'gililtantcet^tafdatl2llcaltr€glxa.-100
30latasgfitaglmaafitrt8*1rlls?Eilgat'/lcaagfr allgfalgg;atgfziffiaca'120

Gambar 4.5 Urutan Nukteotida llari 61 -301 atau kodon 20 - 120. Terlihat

perubahan pada basa antara 256 - 258.
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4.4 Hasil Analisis Mutesi Kodon PfATP6 dan PfMDRI

Pola distribusi mutasi gen yang diteliti berdasarkan resistensi dapat

dilihat pada gambar dibawah ini, dengan hasil pada mutasi PfATP6 dijtrrpai

positif masing-masing I sampel untuk kelompok resisten yaitu RIII dan

sensitif, sementara pada mutasi PfMDRI dijumpai positif pada kelompok

resisten I (53,3%) sampel yaitu 4 (26,3%) sampel RI, I (77o) sampel RII dan 3

QUyA sampel RIII serta yang sensitif 14 (3l3VA sampel:

P4,MT T PfATPS

Resisten Sensitif
lGlompok ResisEnsi

Gambar 4.6 Distribusi Resistensi Berdasukan Mutasi Gen

Setelah dilakukan analisis seatistik pada kedua mutasi gen yang dieliti

didapatkan hasil seperti terlihat pada kedua tabel dibawah ini dimana pada

mutasi gen PfATP6 anatisis statistik memperlihatkan tidak ada perbedaan

bermakna atau hubungan mutasi kodon 263 dengan resistensi terhadap AAQ

(p: 0,406; Odds Ratio: 0.310 (95o/a CI :0'019 - 5'426)
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Tabel4.8 Hubungan Mutasi PfATPq 253 Berdasrrkan Resistensi Artesrmat

Amodiakuin

PfATP6' 263 Resistensi Invivo Artesunat Amodiakuin p

Resisten + (Yr) Resisten - (7o)

Mutasi (+1 I (6,67) I e,2Z) 0.406

Mutasi (-) 14 (93,33) U(97,7t)

Jumlah 15 45 60

Odds Ratio: 0.310 (95o/o CI: 0.019 _ 5,426)

Pada mrrtasi gen Pfl\dDRl hasil penelitian memperlihafikan S (53.3yo)

sampel dri kelompok resisten rneinperlihat*an pola Y86, gandma 14

(31,1W saurpel kelompok sensitif memperlihatkan pola Y86. Anatisis statistik

memperlibafkm tidak da e€rbda{l tter&akna atau huhmgan mutasi ko&n

86 dengan resistensi terhadap AAe et = 0,122; odds Ratio: 0.395 (9so/o cr =

0.t20 - 1.305)

Tabel4.9 Hubungan Mutasi Pfi\dDRl N86Y Berdasarkan Resistensi Artesrmat

Amodiakuin

PfMDRI Resistensi Invivo Artesunat Amodiakuin p

Resisten + (%) Resisten - (Zo)

Mutasi (+) 8 (53,3) 14 (31,1) O.tLz

Mutasi (-) 7 (46,7) 31 (639

Jumlah 15 45 60

Odds Ratio : 0.395 (95%CI:0.120 - 1.305)
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BAB V

PEMBAHASA.N

Selama periode penelitian bulan Agustus 2010 hingga Januari 20l lditemukan

65 orang penderita malaria dibeberapa rumah sakit di Suurbar yang memenuhi kriteria

penelitian, namun dalam perjalanannya 5 orang dikeluarkan kare,na 3 orang terinfeksi

malaria campuran, I orang hamil, dan 1 ofimg mengundurkan diri serta kdima

penderita juga tidak memenuhi kriteria untuk pemeriksaan resistensi molekuler.

5.1. Karakteristik I)asar Penderita

Pada penelitian ini umur mta-rata penderita adalah 32,97 *15,88 tahun

yang termuda 13 tahun dan terhn 70 tahun Hasil ini hampir sama dengan yang

didapatkan oleh Indra (2003) pada kelompok artemeter yaitu 34,6 *17,O, dengan

umur termuda 13 tahun dan terhra 60 trhun S€tiap orumg dapat terinfeksi malaria

dan perbedaan prevalensi menurut umur dan jenis kelamin berkaitan dengan

perbedaan derajat kekebalan akibat variasi terpapar glgltan nyamuk- Penelitian

efektifitas secar& invivo untuk AAQ terutama pada dewasa tidak ditemukan oleh

peneliti, yang terbanyak adatah pada anak-anak seperti penelitian oleh Thwing

dkk (2009) dengan rata-ratausiayaitu 30,7 bulan- 56's7

Suhu rata-rata pada penelitian ini adalah 37,480C* 0,76 sementara

penelitian Evanita QA04 mendapatkan suhu rata-rata 38,50C*. 0,7 dan Indra

(2003) yang mendapatkan suhu rata-rata 38,10C + 0,3 pada kelompok terapi
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artemeter, Thwing (2009) mendapatkan suhu rata-rata 38,20C. Pada penelitian ini

kriteria suhu berdasarkan suhu aksila > 37,*C tetapi beberapa penderita

didapafikan suhu yang normal karena menderita malaria kronis terutama yang

bertempat tinggal didaerah endemis. Hal ini dipengaruhi oleh imunitas penderita

yang bertempat tinggal didaerah endemis. 6'56's7

Pada beberapa penderita demam dapat tidak terjadi, seperti didaerah

hiperendemik banyak orang dengan parasite.mia tanpa gejala^ Gejala tersebut

berhubungan dengan imrmitas dan pengaruh pemberian profilaksis atau

pengobatan yang tidak adekuat. Pada beberapa daer,atr sepe{ti kian banyak tedadi

gejala nonspesifik berupa diare yang temyata menrpakan gejala malaria Di RS di

Minahasa dan Manado, gejala malaria tidak ditemukan pea W2% kasus' yaim

penderita yang masuk RS l<arena penyakit lain Gejala klinis malaria dipengaruhi

oleh strain plasmodium, imunitas tubuh dan jumlah parasit yang menginfeksi- 58

Demikian halnya dengan an€mi.t" pada penelitian ini dit€mukan penderita

anemia 2l (31@penderita sedangkan Evanita Q002) mendapatkan anemia 17,9/0,

sedangkan Indra (2003) pada kelompok artemeter mendaparkan anemia 25Vo.Hal

ini disebabkan pada penelitian ini penderita kebanyakan berasal dari daerah

endemis, ditandai dengan pucat dan didukung pemeriksaan hemoglobin K€adaan

anemia merupakan gejala yang sering dijumpai pada infeksi malaria lebih sering

dijumpai padapenderita didaefatl endemik, anak-anak dan ibu hamil. 6'56'se

Didaerah endemik k€tika hansmisi tidak stabil, imunitas nasyarakat

terhadap malaria rendah, hal ini menyebabkan terjadinya seftmgan aralaria
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berulang yang merupakan kombinasi antara rekrudensi, relapso rekuren dan

reinfeksi (malaria kronis). Keadaan tersebut menimbulkan morbiditas yang tinggl

yang sering disertai penurunan berat badan, anemia, kulit kering dan dehidrasi,

sklera kuningo pucat dan hepatosplenomegali. 5e

Hasil laboratorium pada penelitian ini secara statistik tidak terdapat

perbedaan bermakna dengan demikian data dasar penelitian ini bersifat homogen

sehingga tidak mempengaruhi hasil nantinya Oukan disebabkan oleh

pengobatan). Dari gambaran laboratorium terlihat nilai lremoglobin,leukosit, dan

trombosit dalam batas normal. Pada pemeriksaan firngsi hati didapafkan nilai rata-

rata SGOT dan SGPT yang normalo demikian pula pemeriksaan faal ginjal yaitu

uregm dan lceatinin ditemukan dalam batas normal. Berbeda pada he'natokrit dan

gula daratt ditlapati dalaln batas normal tetapi secam statistik hasil p < 0,005, hal

ini dapat tedadi karena pengambilan sampel tidak dilakukan secarzr randomisasi

atau stratifikasi sehingga terdapat nilaiaradasi yang lebar (drs6im), namrm dari

beberapa pelelitian diketahui keduanya tidak mempengaruhi reE)on terapi-

Thwing dkk (2009) mendapati rata-rata hemoglobin adalah gg ddl serta kadamya

tidak bermakna secara statistik sesuai denganteori' s7

52. Resistensi Pengobatan Dan Faktor-Faktor yang Mempengaruhinya

Tingkat resistensi pada penelitian ini berdasmkan uji invivo standm 7 hari

yang disederhanakan daxi WHO, serta dilakukan pula pemeriksaan pada I{2B

(extended) untuk membedakan antara S dan RI. Hasil penelitian memperlihatkan
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penderita yang sensitif sebanyak 45 (75Yo) orang, dan resisten sebanyak l5 (25yo)

orang, kemudian kelompok resisten dibagt meqiadi RI sebanyak 6 (40Vo) oraag,

RII sebanyak 3 QWo) orang dan RIII sebanyak 6 (40ryo) orang.

Pada mulanya penelitian ini bertujuan melihat resistensi berda$arkan 4

kategori, narnun pada perjalanannya karena hasil yang didapat tidak memenuhi

syarat untuk analisis statistik maka kategori hanya dapat dikelompolil<an meqiadi

2 yaitu sensitif dan resisten. Penelitian lain yang menggunakan tingkat resistensi

berdasarkan kategori yang sama seperti pada penelitian ini tidak ditemukan unfirk

p€nggrmaan AAQ" yang terbanyak pada resistensi klorokuin. Penelitian lain

memakai kategori late parasitological foilure (LPF) pada uji invivo yang

dilehkan dan maknanya pada wilayatr endemisitas rendah hitgga menengah

sebanding dengan tingkat resistensi invivo WHO. l5

Berdasarkan interpretasi invivo,WHo yang diperbaharui, maka dari uji

invivo yang digunakan pada penelitian ini dapat dikatakan didapatkan kegagalan

terapi tanpa koreksi PCR adalah 25% Qebih dari |U/o) diduga berhubrmgan

dengan adanya resistensi silang penggunaan amodiakuin sebagai kombinasi di

wilayah ini. Sebaiknya untuk menyingkirkan adanya reinfeksi pada RI atau LPF

dilakukan koreksi PCR Narnrm demikian dapat disimpulkan bahwa kombinasi

AAQ tidak efektif lagi sebagai terapi antimaria di Strmbar- &

Disamping itu mengacu kepada protokol pemeriksaan dan pengawasan

efikasi pengobatan antimataria pada terapi malaria falsiparum tanpa komplikasi
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WHO 2003 tentang perubahan kebijaksanaan pengobatan di suatu wilayah

dinyatakan detam 4 periode ywtu Grace periodbrlakegagalan terapi klinis antara

04%; Alert bilaangkanya 5-14%; Actionbila mencapu ls-24% dan clnnge bila

225Yo. Protokol yang sama dari WHO tahun 2006 dan laporan global efikasi obat

dan resistensi obat antimalaria wHo 2010 menetapkan angka l0Yo untuk

kegagalan terapi atau angka kesembuhan kurang derl. 9f/o dalam melakukan

perubahan kebijaksanaan pengobatan di suatu wilayah- Dengan demikian

penggunaan kombinasi AAQ di Sumbar selain tidak efektifjuga sudah mencapai

pedode perubahan (chorye) kebijakaq sehingga sebaiknya perlu ditetapkan t€rapi

alternatif lain sebagai pengganti kombinasi ini melalui penelitian klinis. 15'60'61

Penelitian Hasugian dkk (2007) di Tinika mendukung penelitian ini

dimana daxi 166 penderita didapatkan mgka kegagalan parasitologis pada hari ke

42 infeksi P. folciprun dengan penggunaan AAQ adalah 22Yo danmeqiadi I l%

setelah koreksi PCR pada kasus re#erci dan bermakna secara statistik bila

dibandingkan dengan kombinasi DHP dengan angka kegagalan parasitologis 6,8%

dan 3,87o setelah koreksi PCR (p: <0,01 dan p- 0,02). Berdasarkan hal itu maka

dilalrukan perubahan kebijakan di Papua yaitu mengganti kombinasi AAQ dengan

DHP. Sementara hasil penelitian ini lebih tinggr yaitu angka kegagalan

parasitologis 25o/o dan walaupun dilakukan koreksi PCR diperkirakan hasilnya

adalah 15% dengan menghilangkan RI sehingga tetap perlu dilahrkan perubahan

kebijakan. a7
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Penelitian ini hampir sama metodenya dengan penelitian Thwing dkk

(2009) yaitu secara invivo dan molekuler pada terapi AAQ di Kenya Selaian

tetapi interpretasi invivo yang digunakan memakai kriteria kegagalan klinis dan

parasitologis. Hasilnya tidak ada yang mengalami kegagalan pengobatan rlini dan

tidak ada yang gagal terapi dini (RIID. 16 dari 103 (15,57o) penderita termasuk

dalam kegagalan pengobatan kasep parasitologis yaitu I omng pada H14, 13

orang padaH?l dffirz orang pada tD8, sementara kegagalan secara klinis yaitu 16

(15,5olo) oftmg, sehingga total 32 Ql,lo/o') penderita mengalami kegagalan terapi

dan yang memenuhi respon klinis dan parasitologis memadai (ACPR) pada ID8

adelah 7l (68,9Yo) ofturg, dimana hasil ini lebih t''ggl dari penelitian ini. Setelah

dilakukan koreksi PCR didapatkan angka ACPR 902% sehingga di wilayah ini

AAQ masih efektif dan tetap direkomendasikan tetapi penggunaan amodiakuin

tunggal disimpulkan dapat membahayakan penggunaan kombinasi AAQ di masa

depan sebagai pilihnn konabinasi dalamACT. 57

Penelitim Huong dkk (2001) ymg menguji 2 kelompok pemakaian

artesunat dan meflokuin secara invivo dan invitro di Vietnam dengan masing-

masing 25 penderita mendapati parasitemia muncul kembali pada 9 Q6yr)

penderita kelompok artesunat pada Hl4 sampai ID8 (p{,03) namrm tidak

ditemukan RII atau RI[I" Hasil berbeda dikarcnakan peirelitian tersebut

membandingkan 2 kelompok obat sehingga hasil yary lebih tings

kemungkinannya lebih besar, serta adanya RII dan Rm pada penalitian ini diduga

62



sebagai akibat penggunaan amodiakuin yang lebih resisten dibanding artesrmat

pada beberapa laporan. 62

Sebagai contoh pada penelitian Adjuik dkk (2002) yang membandingkan

pemakaian kombinasi AAQ dengan amodiakuin tunggal pada anak-nnak di 3

daerah di Afrika memperlihatkan hasil pada pemeriksaan ID8 yaitu di Kenya

68Yo: 41Ya (p<0,0001), di Se.negal 82Yo:79ya 610,5) dan di Gabon 85Ya:7lYa

CF0,02) namun disimpulkan di 3 daffih tersebut kombinasi AAQ masih

potensial penggunaannya dan resistensi lebih tingg bila amodiakuin diberikan

secara tunggal. Hal ini mungkin karena tidak dilakukan koreksi PCR tetapi

be-rbeda dengan hasil penelitian ini dimana kedua terapi tersebut tidak diaqiurkan

ru$.'

Smithuis dkk (2010) yang meneliti efektivitas 5 kombinasi ACT yaitu

AAQ, AL, AM, AM-L, dan DP dengan atau tanpa primakuin di Burma mendapati

hasil pada 155 penderita anak dan dew6a yang mendapat AAQ, dimaoa pada hari

ke28 rekurensi dan rekrudensi tctinggi ditemukan pada terapi AAQ dan

menyimpulkan AAQ sebaiknya tidak digunakan lagr di Myanmar karena s€cara

substansial kombinasi 4 lainnya lebih efektif. Hal ini beft€da de'ngan penelitian

ini dimana AAQ masih efektif dan belum pernah dibandingkan dengan AL yang

juga digunakan di Padang. 
6

Sementara itu Ayede dkk (2010) meneliti pemakaian AAQ dengan A-SP

pada250 anak di Nigeria dan mendapatkan angka kesernbuban parasitologi pada

keduanya sama yaitu 97,gVo dan 95,67o (pr: 0,151) sehingga terapi dengan A-SP
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dapat menjadi terapi alternatif terapi lini pertama fl Peningkatan kasus malaria

disebabkan banyak faktor antara lain meningkatrya resistensi vektor nyarnuk

terhadap penggunaari insektisida dan peningkatan resistensi parasit terhadap ohat

malaria termasuk golongan artemisin ataupun amodiakuin. Secara umum

resistensi terjadi karena mutasi spontan parasit yang menyebabkan berkurangnya

sensitivitas suatu obat atau kelompok obat. Faktor demografi dan populasi juga

mempengaruhi resistensi dan sensitifitas obat.

5.2.1 Hubungan Rcsistensi Artesunat Amodialiuin Berdasarkan Jenis

Kelamin

Berdasarkan jenis kelamin didapatkan 32 (53,3Vo') pria dan 28

(46,7W wanita dimana penderita pria lebih banyak daripada wanita. Evanita

Q002) mendapatkan perbandingan pria dengan wanita adalah 44 {61,10/o) pria

daa 28 (38,99o) wanita sarna dengan penelitian inl Beberapa penelitian

mendukung bahwa wanitamempunyai respon imun lebih kuat dibanding pria

Penelitian klinis dan epidemiologis meaunjukkan adanya perbedaan jenis

kelamin pada infeksi plasmodium diantara manusia Insiden dan intensitas

infeksi P. falciparum dilaporkan pada pria lebih tinggi dari wanita de.mikian

pula dengan manifestasi infeksi yang tefadi. Penelitian di suatu sekolah di

Ghana ditemukan prevalensi infeksi P. falciparum tidak berbeda dalam jenis

kelagin tetapi densitas parasit memperlihatkan nilai 2 kali lebih tinggi pada
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usia pubertas pada anak laki-laki, yang menunjukkan bahwa sirkulasi steroid

sex mempengmuhi hasil ini. 6'65

Perbedaan jenis kelanrin dalam respon terhadap infeksi malaria telah

dilaporkan pula pada dewasa tetapi mekanisme yang mendasarinya atau

apakah perbedaan tersebut mempenganrhi respon terhadap terapi atau vaksin

hanya sedikit yang diketahui. Penelitian pada hewan percobaan melengkapi

penelitian mengenai mekanisme terhadap infeksi plasmodium yang terjadi.

Pada tikus percobaan jantan didapatkan 3=6 kali mengalami kematian setelah

terinfeksi dibanding betina. Klein dlft (2008) pada tikus percobaan

mendapatkan bahwa kadar fisiologis estogen dibanding progesteron

menngsang imunitas dan estrogen kemungkinan melindungi wanita dari

gejala penyakit selama infeksi malaria diperantarai oleh perbedaan sintesis

interferon T dan interleukin l0 yang dipenganrhi oleh esfiogen. 55

Pada penelitian ini dit€Nnukon terapi AAQ ymg sensitif lebih banyak

ditemukan pada laki-laki, yaitu 25 QSJSVAkasus dan lebih sedikit yaitu 7

el,g7o/o) kasus untuk resisten. Tidak ada perbedaan bermakna dishibusi

resistensi berdasarkan jenis kelarnin (5 0.550, p > 0.05). Pada b$erapa

penelitian menyatakan wanita lebih resisten dibandingkan pria hal ini sesuai

dengan hasil penelitian ini namun hubungannya tidak bermakna diduga

karena kultur masyarakat Sumbar yang mendukung dimana banyak wanita

yang bekerja mencari nafkah membantu suami ke daerah snmber penularan

malaria seperti hutan, sawah atau pantai sehingga seting terpapar gtgtan
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nyamuk dan terinfeksi sep€rti pria sehingga intensitas penyebaran resistensi

sebanding antarapria dan wanita di wilayah ini. 66

5.2.2 Hubungan Resfutensi Artesunat Amodiakuin Bcrdasarkan Endemisitas

.A,sel llaerah

Endemisitas da€rah didasarkan pada data insiden malaria per

kabupaten/kota yang didapatkan dari Litbang Dinkes Tingkat I Sumate,ra

Barat. Daerah dengan HIA adalah Me,ntawai, MIA adatah Pesisir Selatan,

Pasaman" Sawahlunto Sijunj"ng, Solok dan kodya Sawahlunto, daerah

lainnya adalah LIA termasuk Padang dan kabupaten Solok Penelitian ini

hanya menemtrkan 2 kategod daemh, yaitu MIA dan LLA Kabupate,n dan

Kota dengan MIA adalah Pesisir Selatan dan Pasaman BaraL sedangkan

LIA adalah Padang dan kabupate'n Solok. Berdasarkan asal daerah penderita

didapati 22 (36,7yo) kasus berasal dari LIA atau nonendemik dan 38

(633{a)kasus berasal daxi MIA atau pernahberhairmg ke daerahendemis

malaria Hal ini be$eda dengan penelitian Loehoeri (2001) yang

mendapatkan 47,8Vo berasal daxi daerah MIA-HIA dan 522% berasal dari

LIA dikarenakan sampel pada penelitian ini diambil pada beberapa daerah

endemis di Sumbar dan mungkin pengaruh tansmisi malaria tidak stabil di

daerah endemis maka didaerah MIA banyak penderita malaria ditemukan

pada daerah endemis resistensi lebih rendah karena imunitas tinggi akan

menimbulkan gejala asimtomatik sehingga jarang diobati 67
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Asal daerah penting dalam meningkatkan ketepatan diagnosis klinis

terutama didaerah endemik malaria Data dari laporan Dinkes tingkat I

propinsi Sumbar tatrun 2010 didapafkan berdasarkan API atau AMI Sumbar

yang terrrasuk da€rah MediuwHigh Incidence Area banya kablpaten

Mentawai, sedangkan berdasarkan Spleen ^Rate diketahui da€rah kab. Solok

(sebelum dipecah), Pesisir SelatarU Pasaman dan Sawahlunto Sijmjung

termasuk daerah endemik 58

Disamping itu hasil penelitian memperlihatkan kelompok resisten

AAQ ditemukan pada 9 (23JVa) kasus di da€rah MIA dan 6 Q7 3yr) kasus

di daerah LIA. Sebaliknya pada kelompok sensitif sebagian besar

ditemukan pada daerah MIA. yaitu 29 Q63oA kasus serta ditemukan 16

(72,7W kasus AAQ sensitif pada da€rah dengan LIA. Analisis

menggunakan aji chi square tidak memperlihatkan perbedaan bermakna

atau penganrh resistensi b€rdasakm e,ndemisitas (p: 0.757, p > 0.05).

Hal yang sama didapatkan oleh Baird dkk (1999) dimaoa imunitas

alamiah yang didapat mempunyai efek yang kecil terhadry keampuhaa

obat, pcnclitian ini me,mbandingkan antara daerah hipoendemik dan

hipoendemik dan ternyata tingkat resistensi klorokuin tidak berbeda secara

bermakna. hnunitas terhadap malaria juga tidak pennanen dimana bila

penderita lama meninggalkan daerah endemis jika kembali ke da€fah

asalnya yang endemis dan terinfeksi maka dapat menjadi sakit 6e

Kekebalan bawaan pada malaria bffsifat spesifik spesies dan spesifik
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stadium, apabila seseonang memiliki kekebalan terhadap stadirnn aseksual

darall orang tersebut dapat menderita stadium lain. Antigen P. falcipmum

(Ag RESA) pada stadium cincin ditemukan dalam serum oftrng dewasa

yang tinggal didaerah endemis, totarpr tidak ditemukan dalam snrm

penderia yang banr pertama kali terinfeksi ar

5.23 llubungan Rcsistensi Artesunat Amodiakuin Berdasarkan Densitas

Parasit

Densitas parasit hari pertama pemeriksaan @0) rafra-rata adalah

2002 + 6134 parasiUpl dengan nilai minimal 160 parasiVpl dan nilai

maksimat 30.000 parasit/pl darah. Pada penelitian Evanita Q002)

didapatkan densitas H0 rata-rata S2158 * 24496,8 parasit/pl deqgan nilai

minimal 160 parasiVpl dan nilai maksimal 165.000 parasit/pl dardlL hal ini

berbeda karena pada penelitia ini penderitanya adalah malaria tanpa

komplikasi serta malaria kronis sedangkan Evanita memasukil<an penderita

malaria berat. Sementara Thwing mendapati nilai rata=rata adalah 54.915

parasit/pl, lebih tinggi dari penelitian ini karena kriteria yang dipakai yaitu

densitas parasit 2000-120.000 parasit/pl jWa lebih tinggi- 6s7

Hasil penelitian ini memperlihatkan variasi yang lebar dari

densitas parasit" Pada kelompok resistensi, variasinya ditemukan antara

100 - 30.000 pada kelompok sensitif dan 240 - 25.000 pada kelompok

resisten. Rata-rata densitas parasit kelompok resisten AAQ invivo adalah

68



1930.89 * 6142.8 parasit/pl kelompok sensitif adalah 2216 +

6317.6 pmasit/pl. Analisis dengan independent t test tidak memperlihatkan

perbedaan bermakna densitas parasit pada kedua kelompok (p = 0.757, P >

0.05) terhadap resisteosi. Penelitian Happi (2006) juga mendapatkan hasil

yang sama pada pemakaian amodiakuin yaitu densitas parasit tidak

berhubungan dengan kegagalan terapi (p: 0,9). Dikatakan bahwa infeksi

malaria bersifat spesifik stadium dao spesifik snain yang dapat

mempengaruhi derajat parasitemia 38' 70

Penelitian Adam dkk (2009) terbadap beberapa penelitian klinis

yang menggunakan artesunat menemukan bahwa tidak ada hubrmgan

kadar parasitemia dengan kegagalan terapi (F0.8), densitas parasit

mungkin merupakan pencerminan dad tingkat transmisi malaria disuatu

daerah. Pada daerah yang transmisinya stabil penderita sering kali

terinfeksi dengan strain yang berbeda secara multipel genetik 7r

5.2.4 Hubungan Resistensi Berdasarkan Mutasi Gen PfATP6 Dan PfMDRI

Penelitian ini dituj*an untuk mengetahui mutasi pada kodon L263

PfATP6 dan N86Y Pff\dDRI P. falciparum terhadap sampel yang

mendapat terapi AAQ. Pada awalnya direncanakan menggrrnakan RFLP,

namun setelah druji menggunakan so,fiwere restriction mapper

(http:/lwww.restrictionmapper.org) ternyata tidak ditemukan enzim yang

cocok untuk kodon 263 PfATP6. A**rirnya dilalcukan sekuensing parsial
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untuk menganalisis kodon 263 dan 86. Analisis sekuensing tidak

menggunakan perangkat lunak sepffti Clustal W2 karcna hanya satu

kodon yang dinilai.

Hasil pada penelitian ini memperlihatkan mutasi PfATP6 pada

kodon 263hanya ditemukan pada2 (1l,7Vo) sa,mpel yaitu L2638. Analisis

terhadap uji resistensi memperlihatkan L263E ditemukan I Q,22%)

sampel pada kelompok resisten dan I (6,679/r) sanpel lagi pada kelompok

sensitif. Hasil analisis satistik memperlihatkan tidak ada hubrmgan mutasi

kodon 1263 dengan rcsistensi terhadap AAQ (n 0;406; Odds Ratio: 0.310

(95o/o CI : 0.019-5.426). Sementara untuk gen PflvlDRl dari 22 Q6,7W

sanrpel dengan mutasi positif ditemukan 8 (53.3?o) sampel dad kelompok

resisten memperlihatkan pola Y86, sedangkan dari kelompok sensitif 14

Ql.lYo) sampel memperlihatkan pola ymg satna Analisis statistik

memperlihatkan tidak ada hubufrgan resistensi terhadap AAQ berdasafkan

mutasi kodon YS5 (p 4,122;Odds Ratio: 0.395 (95%CI: 0.120 - 1-30t

Penelitian yang meneliti mutasi kodon L263 pada penggunaan

derivat ART dalam hal ini artesunat belum banyak ditemukan dan

mekanisme resistensi gen karena mutasi gen PfATP6 sendiri belum

sepenuhnya jelas. Hyde (2005) mengemukakan pada derivat ART, gen

target yang mengkoding resistensi adalah ATP6 dengan kunci
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determinannya adalatt L263 wtta gen MDRI yang dapat mempenganrhi

tingkat sensitifitasnya. 72

Penelitian Gama dkk (2010) yang melakukan penelitian secara

sekuensing terhadap mutasi kedua gen yaitu pada kodon 86, 130, 184,

1034, 1042,1109 serta 1246 untuk Pfl\dDRl dan kodon 243,263, 402,

431, 623,530, 639, 683, 716, 776, 769 dan 771 pada PfATP6 sebelum

ACT digunakan sebagai terapi malaria di Brazil me'ndapati haplotipe

NEF/CDVY ditemtrkan pada 97Vo sampel PfivIDRl sedangkan

padaPfATP6 ditemukan 4 haplotipe yaitu wild-tpe QTyo\,630S (357o)'

402V (5yo) dan mutasi ganda 630s + 402v QSVL) dengan kesimpulan

walaupun beberapa polimorfisme sudah dipastikan, tidak ada laporan pada

kedua gm yang memediasi perubahan respon dari ACT terdeteksi sebelum

ACT digunakan di Brazil. Selanjutnya haplotip tersebut sangat berguna

sebagai referensi dasar resistensi pada populasi P. falciparwn di wilayalt

yang tidak mengalami tekanan obat 73

Marfirt dkk (2010) meneliti b€rbagai mutasi alel termasuk mutasi

alel PfATP5 di Papua New Guineq tidak menemukan adanya nutasi pda

gen ini sementara mutasi pada PfCRT dao PMDR hasilnya tinggt disertai

beberapa variasi atel dan haplotip. Variasi mutasi gen yang ditemukan

tidak berhubungan dengan kegagalan terapi. Kesimpulannya indikator

berbasis molekuler hanrs dipertimbangkan berdasarkan etiologi dan

kondisi sesuai wilayatrnya terutama disesuaikan dengan OAM yang
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digrrnakan dan tingkat imunitas yang sudah ada sebelumnya uji penanda

resistensi molekuler adalah alat pelengkap yang dapat membantu

pemilihanterapitetbaikdanalternatifoyayangpotensialdisuatu

wilayah.Ta

Thwing dlk (2009)) mendapati mutasi gen pada penggunaan AAQ

yaitu kodon 85Y, wild typ€ s4Y dan 1246Y pada PMDR1 yang ]'ngg

frekuensinyadit€mukanpadasampelyangmengalamirekrudensidan

reinfeksi dibanding sampel dengan ACPR tetapi hanya kodon 86Y yang

secara signifikan berkaitan dengan infeksi rekuren' baik pada kejadian

reinfeksi alan r*ndesensi, dan sesuai dengan hasil penelitian sebelumnya

padapenggunaanAAQyaitrrdiTanzaniadanUganda(tlolmgrendan

Nsobya).DengandemikianberdasarkanmutasigenAAQse,muapenetitian

tersebut mendukung teori adanya hubungan mutasi gen dengan resistensi

terhadap obatat'ae's? '

Tintodkk(200s)menernukanduapenandamolekulerresistensi

klorokuin mempertrihatkan kaitan yang sama baiknya sebagai penaoda

resistensi amodiakuin yaitu PfCRT T76 dan Pft\dDRl Y86 sehingga dapal

digunakansebagaipengaurasanresistensiamodiakuintenrtamadiwilayah

dimanaamodiakuindigunakansebagaikornbinasidenganartesrmat

sebagai terapi lini pertama atau kedua ?a Berbeda dengan penelitian ini

dengantehniksekuensingparsialterhadapsatukodonpadakeduagen

yangditeliti,hasilnyameil}arrghanyamendapati3,3%adanyamutasipada



gen resistensi kodon L263 rmtuk artesunat daa 36,70/o pada kodon Y86ll

(dugaan akibat mutasi gen terhadap aarcdiakuin), setelah dianalisis sec,ara

statistik temyata tidak bermakna terhadap resistensi sehingga tidak dapat

ditentukan lebih lanjut penggunaannya sebagai penanda diagnostik danya

kepastian resistensi molekuler kombinasi AAQ di wilayah Sumbar.

Picot dkk (2009) melakukan metaanalisis dan telaah sistematik

mengenai korelasi penanda molekuler resistensi parasit terhadap respon

terapi menyimpulkan bahwa pnanda molektrler s@ara genetik krlraitan

dengan peningkatan risiko kegagalan terapi sehingga walaupun penelitian

ini hasilnya kedua kodon yaug diteliti tidak hermakna atau menrmjt*ftan

kecenderungan saja pada mutasi gen PMDR1,86Y (53,3o/o pada kelompok

resisten dengan g0.122), maka perlu penelitian tertadap mutasi pada

kodon-kodon lain yang dapat menjadi penanda resistensi molekuler di

wilayah ini. 76 '
Kombinasi AAQ sebagai terapi tini pertama malaria menggantikan

klorokuin banyak diperkenalkan di berbagai negafa' pefannya adalah untuk

mencegah perkembangan resistensi amodiakuin dimana parasit dengan

cepat berkembang meqiadi resisten terhadap amodiakuin didaerah dengan

resistensi klorokuin yang luas. Disamping itu mekanisme resistensi pada

amodiakuin belum sepenuhnya dimengerti. Mekanisrne yang terjadi baik

secara invivo dan invitro diketahui sebagai suatu bentuk resistensi silang

antara Horokuin dan amodiakuin. Shain yang resisten terhadap klorokuin
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memperlihatkan penurunan akumulasi amodiakuin pula" sehingga pada

daerah dengan resistensi Horokuin yang tinggi akan menimbulkan

resistensi terhadap amodiakuin. Paringkatan penggunaan amodiakuin akan

meningkatkan shain P. falciparum yang menurun sensitifitasnya terhadap

obat ini. Di Indonesia efikasi amodiakuin lebih baik dibanding klorokuin"

tetapi diwilayah yang predominan dengan tingkat resistcnsi Horokuin

tinggr angka kegagalan terapi 2S hari telah melebihi}so/a. 2s.47'75

Dengan demikian polimorfisme pada protein tansport yang kedua

yaitu PflvIDN dapat mempnganrhi reqlon terhadap beberapajnmtah obat.

Mutasi alel 86Y dan 1246Y berkaitan dengan hilangnya respon dari

klorokuin dan anrodiakuin seperti yang diiumpai pada penelitian

Dokomajilar dlft (2006) di Burkina Faso. Sebaliknya alel N86, D1246 dan

alel wild tlpe berhubungan dengan hilangnya respon secara invitro

sejumlah obat ternrasuk meflolrrin" ilalofantrin, kina dan ART. 32

Penelitian Nsobya dkk (2007) dengan 201 sampel sebelum terapi

mendapati prevalensi mutasi alel meningkat secata signifikan unfirk 86Y

sebanyak 90,5yo danl246Y 83,l%o dengan p0.03 sementara itu berbeda

pada penelitian ini didapxkan mutasi N86Y yaitlo36,70/6 dengan fl.122

yang tidak berrralrra secara statistik karena penelitian ini memakai j'rmlah

sampel lebih kecil atau minimal. a8 Holmgren dlft (2007) yang meneliti

pemakaian amodiakuin monoterapi dan kombinasi dengan artesrmat

mendapati hasil yang sama dengan penelitian ini yaitu mutasi alel 86Y
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tidak ditemukan tetapi terdapat tendensi adanya frekuensi resiste,nsi yang

lebih tinggi pada terapi kombinasi sementara pada pemakaian amodiakuin

tunggal didapati hasilnya signifikan, hal ini didukung oleh hipotesis bahwa

ACT dengan penurunan biomass parasit yang cepat dan efektif akan

menunmkan risiko rekrudensi parasit yang berhubungan dengan mutasi

terkait karena adanya pcnggunaan kombinasi obat. ae

Untuk pemakaian amodiakuin tunggal penelitian yang ada yaitu

oleh Happi dlft (2006) di Nigeria mendapati 13% penderita (13 dari 101)

mengalami kegagalan terapi, dengan kategori keseluruhannya RI dan

kaitannya dengan mutasi gen PflvIDRI pada kodon N86Y me,miliki

hubungan yang lemah (OR =5,02,9So/oCI1.051-23.89, F0,036) dengan

kegagalan terapi asrodiakuin twggal serta mutasi pada PfIvIDRI sebesar

29Vo. Hasil ini hampir sama dengan penelitian ini meskipun sampel lebih

banyak dan hanya satu jenis OAM namrrn mendukung pemakaian

amodiakuin masih efektif secara statistik walaupun diberikan sebagai

monoterapi. ?o

Dengan demikian beberapa penelitian mendukung adanya efikasi

yang baik pada pe.makaian konbinasi AAQ sebagai terapi pot€nsial tetapi

karena adanya kombinasi dengan amodiakuin yang pada dasarnya

rnemiliki resistensi tioggl terutama di wilayah yang telah resisten terhadap

klorokuin, dapat membuat kombinasi AAQ me4iadi berkurang

75



efektifitasnya Penelitian Holmgen dan Nsobya diatas menyimpulkan

efektifitas AAQ dapat karena korrbinasi dengan amodi*uin

Hasil-hasil penelitian tersebut diatas mendukung dan menjelaskan

hasil penelitian ini yang mendapafkan mutasi Pfl\,IDR1,86Y pada 31,10/6

sampel kelompok sensitif sebagai akibat Ue*uranpya sensitifitas AAQ ittr

sendiri karena mutasi terhadap amodiakuin tidak diekspresikan" semcntara

mutasi terhadap artesrmat mrmgkin matah melringkatkan sensitifitasnya

Pada 46,Wo sampel kelompok rcsisten ternyata tidak didapatkan mutasi,

hal ini karena kemungkinan terjadinya mutasi bukan pada kodon 86Y

tetapi kodon-kodon lain dari protein gen Pflv{DRl afau karena pengaruh

faktor eksternal seperti imunitas pejamu, variasi absorpsi dan metabolisme

obat serta kesalahan menilai reinfeksi sebagai rcknrdesensi . 
+ 32" 4e' 73J6

53. Respon TeraPi dan Efek SamPing '
Respon terapi pada penelitian ini secara klinis rat&rata tercapai dalam

48-72jam setelah terapi pada penderita yang demam > 37,5 C, namun tidak

dilalrukan analisis karena penderita yang tidak demam juga dimasulkan dalam

penelitian ini, tidak diteNnukan kejadian malaria berat setelah terapi. Penelitian

Thwing mendapatkan 16 orang (15,57o) yang mengalami kegagalan terapi

klinis.57

Efek samping yang banyak tedadi adalatr mual dan muntah pada 2l

orang (35%) serta sakit k"pala 10 orang (Ls%>,tidak ditemukan efek samping
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yang berat dan penderia tetap menghabiskan obabya setelah diberikan tempi

simtomatik lainnya.

5.4. Keterbatasan PeneHtian

Pada penelitian ini ditemukan keterbatasan penelitian yaitu jumlah

sampel penelitian yang lcurang sehingga tidak bermakna rmtuk menguhl

efeltifitas terapi akibat adanya mutasi pada penelitian resistensi obat sccara

molekuler. selain itr pemerilsam banya pada satu kodou sqia yang diduga

bennutasi berdasarkan dukungan literatur, sementara kemungkinan mutasi pada

kodon-kodon lain juga penting rmtuk diuji, unfirk itu sebaiknya pemeriksaan

dilalcukan secaria sekuensing total.

Hasil penelitian juga tidak dapat dibandingkan efektifitasnya dengan

kombinasi AcT lain seperti AL yang juge digunakan di wilayah ini, sementu

efektifitas kombinasi obat akan jelas'terlihat bila dilalnrkan penelitian secara

Hinis dengan membandingkan 2 atau lebih kombinasi obat sehingga dapat

ditetapkan kombinasi ACT lain sebagai pilihan terapi standar atau alternatif .
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BAB VI

KESIMPI]LAI\I DAhI SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Resistensi penderita malaria falsiparum di beberapa nrmah sakit di Sumatera

Barat terhadap artesunat amodiakuin termasuk tingg (angka kegagalan t€rapi

25o/t tmpakore*si PCR).

2. Terdapat hubungan mutasi pada kedua gen yang diteliti dengan resistensi

walaupun secara analisis statistik tidak bermakna

3. Terdapat mutasi gen PfMDRl, N86Y sebesar 53,3yo pada kelompok resisten

yang diduga berpe.ran pada terjadinya resistensi amodiakuin walaupun secara

analisis statistik tidak bermakna

4. Tidak terdapat hubungan resistensi malaria falsipanrm terhadap artestrnat

amodiakgindengan jenis kelamin, endqnitas asal da€rah dan densitas parasit

6.2. Saran

1. Mulai dipikirkan resistensi pengguffilm amodiakuin sebagai kombinasi

sehingga perlu untuk dilalokan penelitian lebih lanjut dengan jumlah sampel

lebih besar

2. Diperlukan penelitian terhadap penanda molekuler mutasi gen PfMDRI pada

kodon-kodon lainnya sebagai penanda diagnostik adanya resistensi molekuler

kombinasi artesunat amodiakuin di Sumbar
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3. Kombinasi artesunat amodiakuin sebagai antimalmia tidak efektif lagi sesuai

kebijakan pengawasan efikasi obat WHO, sehingga sebaiknya tidak digunakart

lagi sebagai pengobatan malariadi Sumatera Barat
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