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Abstract

Malaria has been increasing in Central Java Province, Indonesia and outbreaks of
malaria have occurred in some areas of the province.

Recently , a new rapid malaria detection test, OptiMAL (Flow Inc.,Portland,
Oregon, USA, also produced by DiaMed, Cressier, Switzerland), was introduced. This
test is based on detection of an enzyme produced by live parasites, parasite laciate
dehydrogenase (pLDH), and has the ability to differentiate the four major Plasmodium
species associated with human malaria (Plasmodium vivax, P. fulciparum, P. ovale, and
P. malariae ) in under 10 minutes. '

The objectives of the study was to evaluate the diagnostic values and the
applicability of the test in patients with clinical suspicion of malaria in rural areas during
malaria outbreak (March 2002) in Banjaregara Regency, Central of Java Province,
Indonesia. A conventional microscopic diagnosis with Giemsa stain was used as a gold
standard. Whole blood samples were obtained from 93 patients with clinical suspicion of
having malaria. For P. falciparum, using a cut off-point 1-positive (1+) of staining
intensity,the OptiMAL test, the sensitivity was 85,7 % (QS%CI: 78,-92.8 %) and the
specificity was 89,9 % (95%Cl : 83.8-95,9%) , with positive predictive value (PPV) of 60
% (95% CI . 50,2-69,8%), a negative predictive value (NPV) of 97,3 % (95%CI : 93,9-
100,6 %) and an accurate value of 89,3 % (95% CI : 83-95,6 %). For P. vivax, using a cut
off-point 1-positive (1+), the sensitivity was 92,7 % (95 %CI : 87,6-97,8 %), the
specificity was 96,1 % (95%CI : 92,2-100,2 %), with a PPV of 95 % (95% CI : 90,5-99,5
%) ,a NPV of 94,3 % (95 % CI: 89,6-99 %) and an accurate value of 94, 6% (95 % CI.:
90,1-99,1 %).

The X (kappa) agreement between two readers for P. falciparum was 0,96 (95%
CI : 92-99%) and P. vivax was 0,97 (95 % CIL.: 93-100 %).

We conclude that the OptiMAL test had good sensitivity and specificity and can
be performed easily and quickly. Despite it the cost is relatively expensive compared {o
conventional methode, this test is valuable an rural health centers with limited

microscopic diagnosis facilities, and also in emergency clinics.
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Abstrak

Malaria meningkat kasusnya di Propinsi Jawa Tengah, Indonesia dan Kejacﬁan
Luar Biasa malaria terjadi di beberapa tempat di dalam Propinsi.

Baru-baru ini , sebuah tes pendeteksi malaria metode cepat, OptiMAL ( produksi
Flow Inc., Portland, Oregon, USA, juga diproduksi oleh DiaMed, Cressier, Swiss ) telah
diperkenalkan. Tes ini bekerja atas dasar terdeteksinya enzim parasit laktat dehidrogenase
(pLDH) yang diproduksi oleh parasit yang hidup dan mempunyat kemampuan untuk
membedakan ke 4 spesies Plasmodium yang menginfeksi manusia ( Plasmodium vivax,
P. fulciparum, P. ovale dan P. malariae ) dalam waktu 10 menit.

Tujuan penelitian ini adalah mengevaluasi nilai-nilai diagnostik dan aplikasi tes
ini pada penderita dengan dugaan klinis malaria di daerah perifer selama Kejadian Luar
Biasa malaria (Maret 2002) di Kabupaten Banjarnegara, Propinsi Jawa Tengah,
Indonesia. Pemeriksaan mikroskopik dengan pewarnaan Giemsa digunakan sebagai baku
emas. Sebanyak 93 darah dari penderita diduga klinis malaria diikut sertakan dalam
penelitian ini. Untuk P. falciparum, dengan menggunakan titik potong positif 1, tes
OptiMAL 85,7 % (95% CI : 78,6-92,8 %) sensitif dan 89,9 % (95 % CI : 83,8-95.9 %)

spesifik, dengan nilai ramal positif 60% ( 95% CI : 50,2 = 69,8 % ), nilai ramal negatif "

97.3 % (95 % CI: 93,9 — 100,6 % ) dan akurasi 89,3 % (95 % CI : 83 — 95,6 % ). Untuk
P. vivax, dengan menggunakan titik potong positif 1, sensitifitasnya adalah 92,7 % (95 %
CI : 87,6 — 97,8% ), spesifisitasnya 96,1 % ( 95 % CI : 92,2 - 100,2 % ), nilai ramal
positif 95% ( 95% CI : 90,5 — 99,5 % ), nilai ramal negatif 94,3% ( 95% CI : 89,6- 99% )
dan nilai akurasi 94,6% ( 95% CI: 90,1 — 99,1 % ).

Indeks Kappa diantara dua pemeriksa untuk P. falciparum 0,96 ( 95% CI : 92-
99% } dan P. vivax 0,97 (95% CI: 93 - 100 % ).

Kami berkesimpulan bahwa tes OptiMAL mempunyai sensitifitas dan spesifisitas
yang baik dan dapat dipergunakan dengan mudah dan cepat. Meskipun harganya relatif
mahal dibandingkan dengan metode konvensional , tes ini bermanfaat dipuﬁat kesehatan
di perifir dengan fasilitas diagnosis mikroskopik yang terbatas dan juga di klinik — klinik

gawat darurat.
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BABI
PENDAHULUAN
1.1 LATAR BELAKANG
Pada awal milenium ke 3 ini penyakit infeksi malaria _masih menjadi problem
kesehatan di dunia pada umumnya dan di Indonesia pada khususnya. Insiden di Indonesia
masih cukup tinggi-l.terutamé di 'Indonesia bagian timur."* Di Jﬁwa Bali terdapat pada
tempat tertentu, namun akhir-akhir ini timbul masalah yang cukup serius yaitu adanya

Kejadian Luar Biasa (KLB) malaria (peningkatan jumlah kasus malaria) di Kecamatan

Kemranjen, Somagede, Sumpiuh dan Tambak di Kabupaten Banyumas Jawa Tengah.? .'

Bahkan akhir-akhir ini KLB meluas sampai Kecamatan Purwonegoro Kabupaten
Banjarnegara.

Malaria adalah penyakit infeksi yang disebabkan parasit malaria, suatu protozoa
darah yang termasuk genus Plasmodium. Terdapat 4 spesies yang menginfeksi manusia
yaitu Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale dar; P. malarige. Dari keempat
plasmodiufn yang diketahui, P. falciparum mempunyai siklus hidup (aseksual) terpendek
di dalam hati selain ifu juga menyerang semua bentuk sel darah merah sehingga dapat
menyebabkan komplikasi yang berat / fatal, karena itu malaria falciparum diperlukan
diagnosis yang cepat dan tepat agar penatalaksanaannya dapat segera diberikan.*

Kabupaten Banjarnegara merupakan salah satu dari 35 Daerah Tingkat II yang
terletak pada jalur pegunungan di bagian tengah wilayah Jawa Tengah sebelah barat.
Kecamatan Purwonegoro dan Banjarnegara terletak di bagian tengah dan selatan
Kabupaten Banjarnegara yang merupakan lembah sungai Serayu dan bagian dari

pegunungan Serayu.’ Data laporan kasus malaria mingguan di Kecamatan Purwonegoro
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yang termasuk wilayah kerja Puskesmas Merden menunjukkan bahwa kasus muncul pada
bulan Juni 2001 di desa Kaliajir dan Karanganyar. Sedangkan di desa Kalitengah kasus
malaria didapatkan pada bulan Agustus 2001 sebanyak 2 kasus dari sebelumnya tidak
ada. Pada bulan-bufén selanjutnya mengalami peningkatan dan bahkan pada bulan
Januari dan Februari 2002 meningkat pesat sebanyak 356 dan 250 kasus. Data laporan
kasus malaria mingguan di Keéamatan Banjarnegara di wilayah kerja Puskesmas
Pagedongan pada bulan Januari 2002 sebanfak 93 kasus dan pada bulan Februari 2002
meningkat sebanyak 235 kasus. Atas dasar hal-hal tersebut diatas, maka penelitian ini
dilaksanakan di daerah tersebut . ©

Informasi dari Dinas Kesehatan Jawa Tengah mengatakan bahwa jumlah tenaga
JMD (Juru Malaria Desa) di Puskesmas-puskesmas di Jawa dan tenaga terampil dengan
mikroskopik semakin berkurang yang disebabkan oleh usia tua (pensiun), dan pelatihan
memerlukan waktu yang lama sedangkan metode konvensional (mikroskopik) saat ini
masih merupakan metode yang digunakan sebagai standar pemeriksaan . Dengan adanya
problematika diatas maka dipandang perlu adanya metode pemeriksaan yang cepat,
praktis / mudah dikerjakan tapi tidak mengurangi akurasinya. 7

Baru-baru ini ditemukan suatu alat yang sederhana, cepat dan memberikan hasil
yangr akurat oleh Flow's OptiMAL test Portland USA ( sudah dibuat oleh DiaMed,Swiss)
dengan menggunakan metode immunochromarographic test untuk mendeteksi antigen
malaria yang terdapat dalam sirkulasi darah manusia yang terinfeksi Plasmodium
falciparum. Alat ini dapat mendeteksi P.falciparum melalui antigen spesifik parasite
lactate dehydrogenase (pLDH) yang hanya dipunyai oleh P. falciparum yang akan

ditangkap oleh antibodi monoklonal yang terdapat pada alat OptiMALTM ini. Antibodi




monoklonal ke dua ditambahkan untuk mendeteksi adanya pLDH yang dimiliki oleh £.
falciparum, P.vivax , P.ovale serta P.malarige . Dengan hanya memerlukan 7 langkah
untuk dapat mengetahui hasilnya, sehingga hanya memerlukan waktu tidak lebih dari 10-
15 menit diagnosis dapat kita dapatkan. Dalam pengujian di beberapa negara alat ini
memberikan hasil yang sangat memuaskan dengan sensitifitas dan spesifisitas yang

tinggi.»’

Mengingat latar belakang tersebut di atas dan masih sedikitnya penelitian -

mengenai rapid diagnostic test terutama di daerah dengan KLB malaria maka penelitian
ini dikerjakan di lapangan di Kecamatén Purwonegoro dan Banjarnegara Kabupaten
Banjamegara.

1.2 PERUMUSAN MASALAH

Berdasar latar belakang yang telah disebutkan diatas, maka masalah yang
diajukan pada penelitian ini adalah :
o Bagaimana sensitifitas dan spesifisitas, akurasi, nilai ramal negatif, nilai ramal positif

dari OptiMALTM untuk mendiagnosis malaria falciparum dan malaria vivax.

1.3 MANFAAT PENELITIAN |

OptiMAL™ diharapkan dapat menjadi salah satu alternatif pilihan penunjang
diagnostik dalam menegakkan diagnosis malaria falciparum dan malaria vivax secara
cepat dan praktis terutama di daerah KLB malaria (lapangan) yang jauh dari sarana

laboratorium.
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BABII

TINJAUAN PUSTAKA

11.1 DEFINISI

Malaria merupakan penyakit infeksi yang disebabkan. oleh protozoa dari genus
Plusmodium dengan gambaran klinik yang ditandai dengan serangan demam paroksismal
yang periodik disertai atau tidak anemia dan splenomegali. L4
IL.2 ETIOLOGI DAN PATOGENESIS

Terdapat 4 spesies yang menéﬁfeksi manusia yaitu Plasmodium falciparum, P.
vivax, P. ovale, P. malariae. Siklus hidup semua spesies parasit malaria adalah sama,
yaitu mengalami stadium-stadium yang berpindah dari vektor nyamuk ke manusia dan
kembali ke nyamuk lagi. Terdiri dari siklus seksual (sporogoni) yang berlangsung pada
nyamuk Anopheles dan siklus aseksual yang berlangsung pada manusia yang terdiri dari
fase eritrosit dan fase yang berlangsung didalam parenkim sel hepar. Khusus pada P.
vivax dan P. ovale, sebagian tropozoit hepar tidak langsung membelah tetapi ada yang
menjadi bentuk hipnozoit. Hipnozoit tersebut dapat tinggal di dalam sel hepar selama
berbulan-bulan sampai bertahun-tahun dan pada sﬁatu saat (bila imunitas tubuh menurun)
dapat mengalami aktifasi dengan membelah diri sehingga dapat menimbulkan relaps
(kambuh). ™

Dari keempat plasmodium yang menginfeksi manusia, hanya P. falciparum yang
sering bersifat ganas oleh karena dalam waktu relatif singkat menyerang semua bentuk
sel darah merah dalam jumlah yang besar sehingga menimbulkan berbagai komplikasi di

dalam organ tubuh yang berat. L4

B e e R T S RSP




P. falciparum sering memberika;l komplikasi malaria berat terutama pada
penderita dewasa tanpa kekebalan tubuh (non imun). o1

P. falciparum mempunyai siklus hidup sebagian dalam tubuh manusié (aseksual)
dan sebagian dalam tubuh nyamuk Anopheles (seksual). Diawali dengan gigitan nyamuk
Anopheles betina maka dilepaskaniah sporozoit ke dalam darah dan dalam beberapa
menit melekat dan menyerang -sél hati melalui pengikatan reseptor hepatosit untuk
protein trombospond_in dan serum properdin yang terletak pada permukaan basolateral
hepatosit.]2 Pengikatan ini dapat terjadi oleh karena adanya protein pada permukaan
sporozoit yang mengandung suatu réna homolog terhadap rana pengikat dari
trombospondin. Di dalam hati, sporozoit tumbuh dengan pembelahan yang kuat (proses
schizogoni). Dalam 5 — 7 hari skizon — skilzon ini menjadi matur dan melepaskan beribu -
ribu merozoit yang kemudian memasuki sirkulasi. Merozoit yang dilepaskan ini akan
masuk dalam sel RES di limpa dan mengadakan fagositosis serta filtrasi. Merozoit yang
lolos dari filtrasi dan fagositosis akan menginvasi eritrosit dan selanjutnya parasit
berkembang biak secara aseksual dalam critrosit. Bentuk aseksual parasit dalam eritrosit
inilah yang bertanggung jawab dalam patogenesis terjadinya malaria pada manusia.
Bentuk aseksual dalam eritrosit ini dikenal sebagai bentuk tropozoit (ring-form
trophozoit), bila pada fase ini di periksa dengan mikroskop elektron akan tampak suatu
tonjolan (knob) pada sel darah merah yang terinfeksi P. falciparum yang merupakan
perubahan mérfologi yang menyolok. 112

Parasit dalam eritrosit secara garis besar mengalami 2 stadium, yaitu stadium

cincin pada 24 jam pertama dan stadium matur pada 24 jam ke dua. Permukaan eritrosit

yang terinfeksi parasit pada stadium pertama akan terdapat antigen RESA (Ring
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Erythrocyte Surface Antigen) yang akan menghilang sefelah parasit masuk stadium
matur. Pada stadium matur penﬁukaan membran eritrosit akan mengalami penonjelan
dan membentuk apa yang disebut sebagai knob  dengan Histidine Rich Protein —1
sebagai komponen utamanya. Kilejan, dkk. (1979) pertama kali melaporkan bahwa pada
knob ini terdapat Histidine Rich Pr;orein (HRP-Pf). Sekurang-kurangnya dikenal empat
macam protein pada malaria falcipafmn , yaitu : Histidine Rich Protein —1 (Pf HRP-1), Pf
HRP -2, Erythrocyt Membrane Protein ~1 (EMP —1) dan EMP -2 yang berlokasi pada
Jmob tersebut. Pf HRP —1 merupakan protein sitoaderen pada permukaan fonjc')lan, Pf
EMP  berupa material padat elektron ierdapat dibawah tonjolan sedangl Pf-HRP-2
merupakan protein yang larut dalam air dan disekresi ekstrasel oleh sel darah merah
sechingga Dbisa dideteksi dalam plasma penderitza yang terinfeksi  P.
faleiparum.®

Panmalarial antigen merupakan antigen yang dihasilkan oleh . falciparum,
P.vivax, mungkin P. ovale. 13,14 N ason dan kawan-kawan (éOOl) telah melaporkan bahwa
terdapat tiga kasus infeksi P. malariae yang terdeteksi melalui ICT malaria P.f/P.v di dua
daerah di Asia Tenggara yang berbeda. 13 |

Antigen berikutnya yang telah diteliti ialah parasite lactate dehydrogenase
(pLDH). Antigen tersebut merupakan metabolit enzim yang dihasilkan oleh bentuk
aseksual dan seksual parasit malaria secara intraseluler. Antigen mempunyai 2 bentuk

yang dapat dibedakan berasal dari P. falciparum dan genus Plasmodium secara

keselurvhan. 16,17

Pada dasarnya setiap orang dapat terkena malaria. Perbedaan prevalensi menurut

umaur dan jenis kelamin sebenamya berkaitan dengan perbedaan derajat kekebalan karena




variasl keterpapﬁran gigitan nyamuk.'® Pada dacrah endemis malaria yang stabil, malaria
berat terutama terdapat pada anak sedangkan orang dewasa umumnya hanya menderita
malaria ringan. Di daerah dengan endemisitas rendah, malaria berat terjadi tanpa
memandang usia."”

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa wanita mempunyai respon imun yang
lebih kua.t dibandingkan dengan laki-laki, namun kehamilan menambah risiko malaria.
Malaria pada wanita hamil mempunyai dampak yang buruk terhadap kesehatan ibu dan
anak.'® Keadaan ini diduga disebabkan oleh menurunnya imunitas terutama imunitas
seluler dengan mekanisme yang belum dik.etahui secara pasti. Diduga penyebé.bnya ialah
penurunan imunitas lokal plasenta uterus serta meningkatnya kadar hormon steroid."”

Faktor-faktor genetik pada manusia dapat mempengaruhi terjadinya malaria
dengan pencegahan invasi parasit ke dalam -sel, mengubah respon imunologik atau
mengurangi keterpaparan terhadap vektor. Beberapa faktor genetik bersifat protektif
terhadap malaria ialah golongan darah Duffy negatif, hem‘oglobin S yang menyebabkan
sickle cell anemia, thalasemia (alfa dan beta), hemoglobinopati lainnya (HbF dan HbE),
defisiensi G-6-PD, ovalositosis.®

Mekanisme imunologi malaria berat melibatkan imunitas seluler dan humoral
yang kompleks. Limpa memegang peranan penting dalam mekanisme imunologi malaria
akut. Pada malaria falciparum limpa memfagositosis eritrosit tanpa parasit maupun yang
mengandung barasit. Proses pembersihan oleh limpa merupakan mekanisme penting

dalam pertahanan tubuh dan patogenesa anemia pada malaria.”
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Beberapa studi menunjukkan bahwa malaria berat jarang ditemukan pada anak
dengan marasmus atau kwasiorkor. Defisiensi zat besi dan riboflavin jﬁga dilaporkan
mempunyai efek protektif terhadap malaria.

I1.3 DIAGNOSIS MALARIA

Diagnosis mz%laria dapat ditegakkan berdasarkan beberapa hal, antara: lain dengan
gambaran klinik yang sesuai dengén malaria, pemeriksaan mikroskopik, serologik dan
yang terbaru dengan Rapid Diagnostic Test (RDT). Diagnosis pasti malaria bila
ditemukan adanya parasit malaria pada préparat (sediaan) darah tepi dengan pemeriksaan
mikroskopik 22! |
I1.3.1 Pemeriksaan mikroskopik (metode konvensional)

Pada saat ini dimana diagnosis malaria masih dilakukan dengan menggunakan
metode konvensional yaitu dengan pewarnaan Giemsa yang dikembangkan oleh Ross
sejak tahun 1903, Ada 2 cara untuk pembuatan preparat :

o DPreparat darah tebal, dengan menggunakan ’3 tetesan darah dan dengan
preparat ini lebih banyak kemungkinan ditemukannya parasit malaria bahkan
dikatakan 20 kali lebih cepat ditemukannya parasit daripada preparat darah
tipis.*

e Preparat darah tipis, lebih tepat untuk mengkonfirmasi jenis / spesies preparat
selain itu juga dapat melihat perubahan bentuk eritrosit. Jadi dengan preparat
ini.dapat membedakan keempat spesies plasrnodium.20

Metode konvensional ini memérlukan biaya yang relatif murah tetapi membutuhkan
waktu cukup lama untuk proses pewarnaan dan untuk interpretasinya diperhukan tenaga

terlatih dan berpengalaman.zo’z’




11.3.2 Quantitative Buffy Coat (QBC) malaria.

Metode ini merupakan tes diagnostik cepat untuk deteksi parasit malaria dengan
cara stratifikasi sentrifugal. Darah yang diambil pada lambung kapiler akan membentuk
stratifikasi (lapisan) yang disebut buffy coat dan parasit malaria terkonsentrasi pada
lapisan ini. Pemelﬁcsaan ini berdasar pada DNA dan RNA parasit dengén pengecatan
acridine orange kemudian dilihaf dengan mikroskop fluorescence dimana nukleus
terlihat hijau dan sitoplasma terlihat merah. Metode ini yang ditemukan oleh Wardlaw
dan Levine tahun 1983, 10 kali lebih sensitif dari pada metode konvensional oleh karena
darah yang digunakan sampel 55-65 pl ._bila dibandingkan metode konvensional yang
hanya menggunakan 0,1-0,25 pl. Sensitifitas metode ini berkisar 92 % dan spesifisitas
83,5 %. *!

Metode ini menggunakan fasilitas laboratorium yang lebih lengkap oleh karena
harus ada sentrifuge dan mikroskop fluorescence yang umumnya tidak tersedia di
laboratorium darah.?!

11.3.3 Metode Kawamoto.

Metode ini dikembangkan tahun 1991 oleh Kawamoto, dengan menggunakan
sediaan darah tebal dan tipis seperti pada pulasan konvensional kemudian diwarnai
dengan acridine orange. (1-2 tetes) dan dilihat dalam mikroskop cahaya biasa dengan
menyisipkan interference filter dibawah kondensor mikroskop dan memakai cahaya
halogen atau sina.r matahari sehingga menghasitkan mikroskop ﬂuore.s'cence.21

Dibanding dengan cara konvensional metode ini lebih cepat, tetapi masih tetap
menggunakan mikroskop walau lebih sederhana bila dibandingkan dengan metode QBC.

Sensitifitasnya 69,8 % dan spesifisitasnya 81,05 %!




I1.3.4 Diagnosis Serologik.
| Dengan metode ini dapat mendeteksi antibodi maupun antigen malaria, ELISA
merupakan metode yang dapat digunakan pada diagnosis serologik ini dengan
mendeteksi antigen pada malaria. Metode ini memerlukan waktu relatif lama sekitar 2-4
jam selain itu juga memerlukan sarana laboratorium yang lengkap.?!

Metode yang akhir-akhir ini banyak dikembangkan adalah Rapid Diagnostic Test
(RDT) dengan teknik imunokromatografi. Tes ini dikenalkan oleh Shiff.dkk (1993),
dengan menggunakan Parasight®-F test yang diproduksi pertama kali oleh ‘Becton
Dickinson dan pada tahun 1997 ditemukdn metode pemeriksaan dengan menggunakan
alat ICT Malaria-Pf dengan mekanisme kerja yang sama, hanya alat ini lebih praktis dan

simpel. Mekanisme kerjanya berdasarkan adanya antigen pada P. falciparum yang

" berupa Plasmodium falciparum histidine rich protein —2 ( Pf HRP -2), merupakan

protein yang disintesa oleh P. falciparum yang bersifat larut dalam air dan dilepaskan ke
dalam plasma dari rupturnya eritrosit yang terinfeksi?"%

Pengujian ini menggunakan plasma darah yang terinfeksi sebagai antigen dan
menggunakan dua antibodi monoklonal yang spesifik terhadap antigen Pf HRP-2
(ditemukan oleh Taylor, dkk). Salah satu antibodi ditempelkan pada colloidal gold dan
diresapkan ke dalam bantalan sampel, sedang antibodi kedua diimobilisasikan
membentuk garis-garis melintang pada membran test. 10 pl darah diteteskan ke bantalan
sampel dimaﬂa proses lysis terjadi dan antigen Pf HRP-2 yang ada akan mengikat
antibodi yang berlabel colloidal gold.”

Pada saat meneteskan running buffer (berisi sodium azide, sebagai pengawet)

pada bantalan sampel, darah dan antibodi berlabel colloidal gold akan bergerak ke atas
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pada membran tes melewati garis antibodi ke dua . pada sampel positif, komplek Pf HRP
—2 dengan antibodi berlabel colloidal gold akan ditangkap oleh antibodi pada membran
dan membentuk garis wama merah muda. Untuk sampel negatif tidak terjadi
pembentukan garis warna merah muda pﬁda garis tes.”

OptiMAL menggunakan dipstik yang dilapisi dengan antibodi monoklonal .
melawan enzim metabolik intraseluler (pLDH). Antigen pLDH dilepaskan oleh eritrosit
yang terinfeksi parasit malaria. Perbedaan pLDH yang dihasilkan oleh parasit malaria
terletak pada antigen yang berbeda pada isqform pLDH.

11.3.5 PCR (Polymerase Chain Reactions).

Metode ini menggunakan teknik biologi molekuler dan dapat mendeteksi DNA
malaria melalui teaksi berantai polimerase dan visualisasinya menggunakan
elektroforesis serta pembacaannnya dibawah iluminasi sinar ultra violet, metode ini

menggunakan peralatan ( thermocycler) dan reagen yang mahal dengan waktu yang

dibutuhkan sekitar 4 jam dan memerlukan ketrampilan yang memadai.”’

Dibawah ini akan diterangkan tatacara penggunaan OptiMAL dalam membantu
menegakkan diagnosis malaria falciparum dan vivax.
Peralatan dan reagensia yang dibutuhkan dalam pemeriksaan OptiMAL :

- Tes kit dengan kemasan individual yang berisi monoklonal antibodi spesifik
yang terdapat pada bantalan sampel dan garis pita yang melintang pada
membran tes.

- Tabung konjugat (conjugate wells) dan tabung pembersih (wash wells)

- Botol buffer.

11
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- Pipet kapiler .

- Jarum / lancet dan desinfektan

Prosedur pemeriksa_g.n yang harus dilakukan adalah sebagai berikut :
1. Teteskan 1 tetes buffer ke dalam tabung konjugat dan 4 tetes buffer kedalam tabung
pembersih, funggu 1 menit. |
2. Ambil dérah dengan pipet kapiler sampai sebanyak garis hitam di pipet (~10 pL)
3. Tambahkan darah yang terdapat pada p1pet kapiler ke tabung konjugat
4. Letakkan dlpStIk secara vertikal di tabung konjugat dan biarkan selama 10 memt
5. Darah akan bermigrasi melalui bantalan filter dan pita kontrol akan terlihat.
6. Pindahkan dipstik dari tabung konjugat kedalam tabung pencuci dan biarkan sampat
dipstik terlihat bersih.
7. Ketika pita kontrol terlihat jelas (dalam 5-10 menit), maka hasil sudah dapat dibaca.
Pembacaan hasil OptiMAL : 1 |
Penafsiran hasil pemeriksaan menggunakan acuan strip wamna untuk menentukan
adanya reaksi antigen antibodi yang terdapat pada sampel darah penderita. Pemeriksaan
dinyatakan positif (+) apabila dua atau tiga garis terlihat pada dipstik. Setiap adanya
tanda garis pada daerah 1 atau 2 menunjukkan hasil positif. Pemeriksaan tetap dinyatakan
positif meskipun garis 1 atau 2 yang muncul terlihat lebih samar atau lebih pekat
dibandingkan garis C (kontrol).
Positif (+) 1 : bila garis pada pita / garis 1 dan atau 2 terlihat samar bila

dibandingkan dengan pita / garis kontrol.
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Positif (+) 2 : bila garis pada pita 1 dan atau 2 terlihat sama kuatnya dengan garis
kontrol.

Positif (+) 3 : bila garis pada pita 1 dan atau 2 terlihat lebih kuat / lebih jelas bila
dibandingkan dengan garis kontrol.

Hasil pengujian dinyatakan negatif (-) apabila hanya terlihat garis C (kontrol).

Dan hasil pengujian dinyatakan tidak sah apabila garis kontrol ( C ) tidak muncul. Bila

hal ini terjadi, pemeriksaan harus diulang.

Hal-hal yang perlu diperhatikan pada pemeriksaan ini adalah :

« Seperti tes diagnostik lain, hasil pemer.iksaan harus dikonfirmasikan dengﬁn keadaan
klinis dan temuan laboratorium,

e Positif palsu dapat terjadi pada penderita yang telah mendapatkan terapi dengan anti
malaria. Igbal dkk (1999) inelaporkan bahwa antigen pLDH masih dijumpai dalgm
darah 10 hari setelah pemberian terapi anti malaria,”’ sedangkan Rubio dik (2001)
melaporkan bahwa pLDH terdapat dalam darah 17 han" setelah pemberian terapi anti
malaria **

o Negatif palsu dapat terjadi :

jumlah parasit dalam darah kurang dari 100/mm3. 827

13




Positive for. Positive for Negative Invalid Invali_d

P, falciparum P. vivax test test (in-
P. ovalae sufficiently
P, malariae cleared)

Gambar 1 : Peragaan pemeriksaan dan interpretasi hasil OptiMAL

14




II.4 KERANGKA TEORI

Gigitan nyamuk Anopheles betina

Status gizi
Genetika
44— Kehamilan
Imunitas
Endemisitas

Hati merazoid y multiplikasi dalan darah manifestasi klinis

hipnozoid (P.vivax/P.ovale)

v

Plasmodium

!

Mikroskopis
( darah tebal/tipis )

v

v

antigen antibodi

v

1g.G

v

IgM

M v v v

P.fHRP-1 P.fRP-2 EPM-1 EPM-2

Gambar 2. Kerangka teori
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I1.5 KERANGKA KONSEP

Manifestasi klinik :
Demam intermiten/hektik 2 hari atau lebih disertai satu atau lebih tanda-tanda klinik :
anemia, pembesaran limpa, sakit kepala, penurunan kesadaran, kejang, kencing berwama

gelap
Mikroskopik OptiMAL
(metode konvensional )
P. falciparum P.vivax  P. falciparum spesifik pLDH genus spesifik pLDH
positif — negatif  positif  negati positef negatif  positif negatif

A N I J I
!

ANALISIS
Tabel 2x2
Kurva ROC

Gambar 3. Kerangka konsep
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BAB ItI

TUJUAN PENELITIAN

TUJUAN UMUM :

Untuk mengevaluasi OptiMAL sebagai tes diagnostik malaria falciiaarum dan
malaria vivax di daerah dengan Kejadian Luar Biasa malaria di Kecamatan Purwonegoro
dan Banjarnegara Kabupaten Banjarnegara.

TUJUAN KHUSUS :
Untuk mehgetahui nilai diagnostik pemeriksaan OptiMAL yang meliputi :
1. Menilai sensitifitas (Se)
2. Menilai spesifisitas (Sp)
3. Menilai nilai ramal positif
4. Menilai nilai ramal negatif
5. Menilai akurasi
6. Menilai Kappa untuk mengukur kesesuvaian hasil antara 2 orang pemeriksa

OptiMAL.
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BAB IV
BAHAN DAN METODOLOGI PENELITIAN

IV.1 DESAIN PENELITIAN

Desain penelitian adalah potong lintang ( cross secﬁ'onal ) untuk- mengukur
nilai diagnostik (diagnostic value / diagnostic performance) dari suatu tes diagnostik
OptiMAL.
IV.2 TEMPAT DAN WAKTU

Penelitian ini dilakukan di desa Kalitengah Kecamatan Purwonegoro, desa
Gunung Jati dan Pagedongan Kecamatan Banjarnegara Kabupaten Banjamegara.
Waktu penelitian dimulai dari bulan Februari 2002 .
IV.3 BAKU EMAS (GOLD STANDARD)

Baku emas pada penelitian ini adalah pemeriksaan mikroskopik
konvensional. Pemeriksaan dinyatakan positif bila ditemukan parasit P. falciparum
dan P. vivax pada sediaan darah tepi dengan pemeriksaan mikroskop ( tropozoit
bentuk cincin, skizon dan atau gametosit).

IV.4 POPULASI PENELITIAN

1. Populasi referen (rujukan) pada penelitian ini adalah semua penduduk yang secara
klinik diduga menderita demam malaria berusia 14 tahun atau lebih yang
bertempat tinggal di Kabupaten Banjarnegara.

2. Populasi studi : penderita klinik diduga demam rﬁalaria di desa yang mengalami
KLB malaria di Kecamatan Purwonegoro dan Banjamegara Kabupaten
Banjarnegara dalam periode Februari — Maret 2002.

3. Responden penelitian : populasi studi yang memenuhi Kriteria inklusi.

18
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[V.5 KRITERIA INKLUSI-EKSKLUSI

¢ Kiriteria inklusi bagi penderita untuk dapat diikutsertakan pada'penelitian, ini

adalah sebagai berikut :

a. Penderita dengan demam intermiten atau demam hektik 2 hari atau lebih

dengan suhu waktu pemeriksaan > 38,5 ° C, diukur secara aksiler, atau

mempunyai riwayat demam dalam waktu 72 jam terakhir disertai satu atau

lebih gejala / tanda klinik sebagai berikut :
1.

2.

5.

6.

29,30

Anemia (Hb kurang dari 12gr%)
Pembesaran limpa |

Sakit kepala

Penurunan kesadaran
Kejang-kejang

Kencing berwama gelap ( “blackwater fever” )

b. Usia lebjh atau sama dengan 14 tahun

¢. Bertempat tinggal di Kecamatan Purwonegoro dan Banjarnegara

Kabupaten Banjarnegara.

d. Bersedia sebagai responden penelitian.

¢ Kriteria eksklusi adalah sebagai berikut .

- Penderita dengan riwayat pernahatau sedang mendapat obat anti

malaria dalam 2 minggu sebelum pemeriksaan.
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IV.6 BESAR SAMPEL ( RESPONDEN }

Responden adalah anggota populasi. penelitian yéng dipilih dan memenuhi kriteria
sampel selama rentan waktu yang telah ditentukan atau sampai terpenuhi jumlah sampel.
Jumlah sampel pada penelitian ini dihitung dengan menggunakan rumus dibawah ini .

1

Menurut Smits (1998) dari Royal Tropical Institute, Amsterdam : *!

(px(1-p))

o=

se’

(0.8x0.2)
= =256

0,025
Keterangan :
n = jumlah sampel
) = sensitifitas (diperkirakan) 80% (0,8)
s.€. = standard error sebesar 2,5%

Dari perhitungan rumus diatas dapat dihitung jumlah sampel sebanyak 256

sampel .
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IV.7 BAHAN DAN ALAT

o catatan medik penderita

o formulir observasi

» alat pemeriksaan fisik ( termometer, dli )

s timer

o marker

» slide mikroskop ( gold standard )

e cat Giemsa

o mikroskop cahaya

» OptiMal test kits, yang berisi : - dipstick
-2 botol reagen ( buffer )
- tabung konjugat
- tabung pencuci
- pemegang tabung
- tabung kapiler

- lancet steril dan desinfektan

IV.8 DEFINISI OPER ASIONAL
1. Demam intermiten
Tipe demam intermiten yaitu bila suhu badan turun ke tingkat yang normal selama

beberapa jam dalam satu hari.
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.l_u.)

Demam hektik

tipe demam hektik yaitu bila suhu badan berangsur angsur naik ke tingkat yang tinggi
pada malam hari dan turun ke tingkat yang normal pada pagi / siang hari dan sering
disertai dengan keluhan menggigil dan berkeringat.

Splenomegali yaitu terabanya lien dibawah arkus kosta padﬁ waktu inspirasi dalam
dan diukur dengan sentimeter menurut Hacket.

Metode konvensional yaitu metode yang biasa digunakan untuk pemeriksaan
plasmodium malaria dengan menggunakan preparat darah slide, pengecatan. giemsa
dan mikroskop cahaya.

Blackwater fever yaitu berubahnya warna urine pada penderita malaria fasciparum
berat oleh karena banyaknya pemecahan hemoglobin, sehingga menimbulkan
hemoglobinuria

Anemia adalah penurunan konsentrasi hemoglobin (Hb) dibawah 12 gr% atau
hematokrit kurang dari 37 %.

Penurunan kesadaran yaitu apatis, delirium, somnolen,sopor dan koma.
Kejang-kejang yaitu kejang berulang lebih dari 2 kali/24jam setelah pendinginan pada
hipertermia.

OptiMAL  kits adalah suatu alat sederhana dan praktis untuk mendeteksi antigen
pLDH yang ada pada . falciparum dan P. vivax dengan menggunakan dipstik yang

berlabel antibodi spesifik .
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IV.9 CARA PENGUMPULAN DATA

IvV.9.1 CARA KERJA

Penderita yang berobat dengan demam intermiten atau hektik di daerah yang

mengalami KLB malaria di Kecamatan Purwonegoro dan Banjammegara

Kabupatcﬁ Banjarnegara. yang memenuhi kriteria sampel, dipilih sebagai calon
untuk sampel penelitian.

Sebelum penelitian dimulai dijelaskan kepada responden tentang tujuan
penelitian, prosedur pemeriksaan dan manfaat yang akan diperoleh.

Responden yang setuju dilakukan penelitian diminta bukti persetujuan secaré
tertulis dengan membubuhkan tanda tangan atau cap jempol.

Penderita tersebut kemudian dicatat nama, umur, jenis kelamin, lama menderita
sakit, alamat dan anamnesis lain yang diperlukan untuk kepentingan penelitian.
Pengambilan sampel! darah untuk pemeriksaan miicroskopis darah tebal dan tipis
dan untuk tabung kapiler OptiMAL, dilakukan atas persetujuan tertulis dari
penderita atau orang yang bertanggung jawab terhadap penderita.

Selanjutnya darah untuk mikroskopik dibawa ke laboratorium untuk dilakukan
pengecatan dan pemeriksaan mikroskop, sedang darah dalam tabung kapiler untuk

pemeriksaan OptiMAL diperiksa diatas meja datar di dalam ruangan .

Pemeriksaan darah untuk mikroskopik dibuat 2 sediaan, preparat darah iebal dan’

darah tipis. Sediaan darah tebal dan darah tipis dilakukan pengecatan dengan

Giemsa 10 % dan diperiksa pada mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000 x

.oleh petugas laboratorium Dinkes Banjarnegara. Petugas laboratorium tidak




mengetahui diagnosis pasien atau hasil OptiMAL. Sédian darah dianggap negatif
jika tidak ditemukan parasit pada mikroskop paling sedikit pembesarah 100 x.
Secara simultan dilakukan pemeriksaan OptiMAL oleh pemeriksa lain yang tidak
mengetahui hasil pemeriksaan mikroskopik.

OptiMAL dilakukan pembacaan hasil oleh 2 orang pemeriksa untuk dinilai
kesesuaiannya (nilai Kappa).

Sediaan darah tebal dan tipis dilakukan pengecekan ulang pemeriksaan
mikroskopik oleh petugas laboratorium yang telah berpengalaman di Semarang.
Petugas laboratorium tidak mengeta;hui diagnosis pasien atau hasil OptiMAL.
Sediaan darsh dianggap negatif jika tidak ditemukan parasit pada mikroskop
dengan pembesaran paling sedikit 200 x.

Hasil pemeriksaan dicatat pada formulir penelitian yang telah disediakan dan

dianalisa secara studi potong lintang,

o Setelah jumlah sampel / waktu terpenuhi, dibuat laporan hasil penelitian.
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IV.9.2 ALUR PENELITIAN

Populasi studi

l

Penderita dengan demam intermiten / hektik dli
yang memenuhi kriteria sampel

4/\.

Pm. Mikroskopik (darah tebal/tipis) OptiMAL
Malaria falciparum  Malaria vivax Malaria falciparum  Malaria vivax
Hasil Hasil Hasil Hasil
Pos (+) Neg(-) Pos(+) Neg (-) Pos (+) Neg(-) Pos(+) Neg(-)
Catatan : Pemeriksaan mikroskopik dan OptiMAL dilakukan secara blinded

Gambar 4. Alur penelitian

1V.10 ANALISIS STATISTIK

Data yang terkumpul ditabulasi kemudian diproses secara manual dan untuk
mengetahui nilai diagnostik digunakan tabel 2x2, disamping itu juga dihitung besarnya
95% Confidence interval. Sedang untuk mendapatkan sensitifitas dan spesifisitas terbaik
yang dapat diterima dengan menggunakan frade-off pada kurva ROC. Indeks Kappa
untuk menilai kesesuaian antara dua orang pemeriksa secara blinded tentang hasil tes

OptiMAL menggunakan rumus ketidaksesuaian klinis (clinical disagreement )32
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BABYV

HASIL PENELITIAN

Selama penelitian telah terkumpul 93 sampel yang memenuhi kriteria klinik
diduga demam malaria. Dari semua sampel ini dilakukan pemeriksaan OptiMAL dan
pemeriksaan mikroskopik tetes darah tebal dan tipié dari darah yang sama oleh dua orang
pemeriksa dan selanjutnya setelah selesai, baru dilakukan perhitungan dan dianalisa. Dari
populasi tersebut terdiri dari laki-laki .sebanyak 52 sampel dan wanita .sebanyak 41
sampel. Distribusi sampel berdasarkan golongan usia terbanyak diduduki oleh golongan

usia 31 — 40 tahun.

Tabel I. Distribusi umur dan jenis kelamin penderita dengan diduga klinis malaria

Umur Laki —-laki - Wanita Total

<20 10 4 14
21-30 8 10 18
31-40 13 17 30
41-50 10 4 14
51 —-60 -8 5 13

>60 3 1 4

Total 52 41 93
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Tabel 2. Perbandingan hasil pemeriksaan mikroskopik dan OptiMAL

Spesies Hasil OptiMAL Hasil mikroskopik
Positif Negatif Total
P. vivax Positif 38 2 _ 40
\ Negatif 3 50 53
" Total 41 2 93
P. falciparum Positif 12 8 ' 20
Negatif 2 71 73
Total 14 79 93

Dari 93 sampel yang dilakukan pemeriksaan OptiMAL dan pemeriksaan
mikroskopik, didapatkan 59 % ( 55 dari 93 ) penc‘ierita yang terdeteksi melalui
pemeriksaan mikroskopik terinfeksi malaria. Diantara yang positif terdeteksi malaria, P.
vivax terdapat pada 74,5 % ( 41 dari 55 ) penderita sedangkan P. fulciparum terdapat

pada 25,5 % ( 14 dari 55 ) penderita (tabel 2).

Pada pemeriksaan OptiMAL menunjukkan hasil 64,5 % ( 60 dari 93 ) pendenta \

positif malaria. P. vivax terdapat pada 66,7 % ( 40 dari 60 ) penderita, sedangkan P.
falciparum terdapat pada 33,3 % ( 20 dari 60 ) penderita.
Dibawah ini diperlihatkan tabel derajat kepositifan P.vivax dan P. fulciparum

terhadap hasil pemeriksaan mikroskopik pada penderita dengan dugaan kiinis malaria.
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Tabel 3. Derajat kepositifan P. vivax dan P. falciparum OptiMAL terhadap hasil

pemeriksaan mikroskopik pada penderita dengan dugaan Klinis malaria

Mikroskopik OptiMAL
- +1 +2 +3 Total
P. vivax ' .
+ 3 20 4 14 41
- 50 2 - - 52
Total 53 22 4 14 93

P. falciparum

+ 2 11 1 - 14
- 71 8 - - 77
Total 73 19 1 - 93

Dibawah ini akan diperlihatkan tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. vivax OptiMAL
pada penderita dengan dugaan kiinis malaria pada berbagai titik potong.
Tabel 4. Tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. vivax OptiMAL ‘pada penderita dengan dugaan

klinis malaria pada titik potong positif 1

OptiMAL Mikroskopik
..|_ -
n 38 2
. 3 50
Sensitifitas ~ :© 927% (95%CI:87,6-97.8%)
Spesifisitas - 96,1%  (95%CI:92,2-100 %)

Nilairamal + : 95% (95%CI:87,6—-97,8%)
Nilai ramal - 943% (95%Cl:896-99%)

Akurasi . 946% (95%CI:90,1-99,1%)
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Tabel 5. Tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. vivax OptiMAL pada penderita dengan dugaan

klinis malaria pada titik potong positif 2

OptiMAL Mikroskopik
_|_ -

+ 18 0

- 23 52
Sensitifitas 1 43,9 % (95 % CI:33,9-539 %)
Spesifisitas : 100 % (95 % CI: 100 %)
Nilai ramal + : 100 % (95 % CIL 100 %)
Nilairamal - : 693% (95%Cl:59,9-78,7%)
Akurasi © 753% (95%Cl:66,5-84,1 %)

Tabel 6. Tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. vivax OptiMAL pada penderita dengan dugaan
klinis malaria pada titik potong positif 3 '

OptiMAL Mikroskopik
+ -
T 14 0
- 27 52
Sensitifitas ~ : 34,1%  (95%CI:24,5-43,7%)
Spesifisitas 100% (95 % CL: 100 %)

Nilai ramal + @ 100% (95 % CI: 100 %)
Nilai ramal - @ 658% (95%CIL:56,2-754%)

Akurasi : 709% (95%CI:61,7-80,1 %)
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Berdasarkan tabel — tabel diatas dapat dibuat satu ﬁbel nilai sensitifitas,

spesifisitas ( 1~ Sp ), nilai ramal positif, nilai ramal negatif dan akurasi dari nilai P. vivax |

OptiMAL pada penderita dengan dugaan klinis malaria pada berbagai titik potong.

Tabel 7. Nilai Se, Sp, 1 — Sp, PV +, PV -, akurasi P. vivax OptiMAL pada penderita

dengan dugaan klinis malaria pada semua titik potong

Titik potong OptiMAI Se Sp 1-Sp PV+  PV- Akurasi
+ 1 92,7 96,2 38 95 | 94,3 94,§
2 439 100 0 100 693 753
+3 34,1 100 0 100 65,8 70,9
Keterangan :
Se  :sensitifitas PV + : nilai ramal positif

Sp  : spesifisitas
1—Sp: 1 —spesifisitas

PV - : nilai ramal negatif

Dibawah ini akan ditunjukkan tabel-tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. falciparum

OptiMAL pada penderita dengan dugaan klinis malaria pada berbagai titik potong.

Tabel 8. Tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. falciparum OptiMAL pada penderita dengan

dugaan klinis malaria pada titik potong positif 1

OptiMAL Mikroskopik
+ -
+ 12 8
- 2 71
Sensitifitas . 85,7% (95 % CI:78 - 82,8 %)
Spesifisitas : 89,9% (95% CI: 83,8—-95,9 %)
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Nilai ramal + : 60 % (95 % CI:50,2—-69,8 %)

Nilai ramal - : 973% (95 % CI:93,9-100 %)
Akurasi . 893% (95 % CI: 83 —95,6 %)
Prevalensi 15% (95%CI:7,7-22,3 %)

Tabel 9. Tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. falciparum OptiMAL pada pendenta dengan

dugaan klinis malaria pada titik potong positif 2

OptiMAL Mikroskopik
+ -
+ 1 0
- 13 79
Sensitifitas 0 7.1 % (95 % CI:1,9-12,3 %)
Spesifisitas - 100 % (95 % CI: 100 %)
Nilai ramal + : 100% (95 % CI: 100 %)
Nilai ramal - . 85,9 % (95%CI: 78,9—92,9. %)
Akurasi . 86 % (95% CI:79-93%)

Tabel 10. Tabel 2 x 2 nilai diagnostik P. falciparum OptiMAL pada penderita dengan

dugaan klinis malaria pada titik potong positif 3

OptiMAL _ Mikroskopik
+ -
+ 0 0
- 14 79
Sensitifitas 0%
Spesifisitas : 100 % (95 % CI: 100 %)
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Nilai ramal + : 0%
Nilai ramal - : 849% (95%Cl1:77,6-92,2%)

Akurasi : 849% (95 % CI1:77,6-92,2% )

Berdasarkan tabel — tabel diatas dapat dibuat satu tabel nilai- sensitifitas,
spesifisitas ( 1 — Sp ), nilai ramal positif, nilai ramal negatif dan akurasi dari nilai £
falciparum OptiMAL pada penderita dengan dugaan klinis malaria pada berbagai titik

potong.

Tabel 11. Nilai Se, Sp, 1 — Sp, PV +, PV -, akurasi P. falciparum OptiMAL pada

penderita dengan dugaan klinis malaria pada semua titik potong

Titik potong OptiMAL Se Sp 1-Sp PV + PV - Akurasi
+1 85,7 - 89,9 10,1 60 97,3 89,2
+2 7,1 100 0 100 85,9 86
+3 0 100 0o - 0 84,9 84,9
Keterangan :
Se  :sensitifitas PV + : nilai ramal positif
Sp  :spesifisitas PV - : nilai ramal negatif

1 —8p: 1 - spesifisitas

Indeks Kappa untuk P. vivax adalah 0,97 (95 % CI : 93 - 100 % ), sedangkan

untuk P. fulciparum adalah 0,96 ( 95 % CI:92-99 % ).
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Dibawah ini akan ditampilkan kurva ROC penderita dengan klinis malaria vivax

dan falciparum

100

90

80

Sensikijitas %
()] [#)3 ]
< (s} o

o
<o

U]
<

20

10

r-\"

10

20

30

40 50 60 70 80 90
( 1 - Spesifikasi % )

Gambar 5. Kurva ROC untuk penderita dengan klinis demam malaria vivax
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Gambar 6. Kurva ROC untuk penderita dengan klinis demam malaria falciparum
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BAB VI

PEMBAHASAN

Pada evaluasi lapangan KLB malaria di Kabupaten Banjarnegara, OptiMAL
menunjukkan nilai diagnostik yang baik. Sensitifitas 92,7 % , spesifitas 96,1 % untuk P.

vivax dan sensitivitas 85,7 %, spesifisitas 89,9 % untuk P. falciparum.

Uji diagnostik yang ideal adalah suatu uji yang dapat memberikan hasil positif

pada semua subyek yang sakit dan negatif pada subyek yang sehat. Kejadian tersebut dapat
terjadi bila suatu vji diagnostik mempunyz‘n' nilai indeks sensitifitas dan spesiﬁtas masing-
masing 100 %. Keadaan tersebut sangat jarang ditemukan . Hampir semua uji diagnostik
ferdapat kemungkinan untuk diperoleh hasil positif pada subyek yang sehat (fulse positive)
dan negatif pada subyek yang sakit (false ne,gcufive).33

Dalam kurun waktu 10 tahun terakhir, tes diagnosis malaria metode cepat telah
dikembangkan dengan tehnik imunokromatografi.** Alat ;iiagnostik_ ini diharapkan dapat
membantu mengontrol malaria, memonitor terapi, mendeteksi resistensi obat malaria dan
menurunkan mortalitas serta morbiditas.® Telah banyak penelitian dilakukan terhadap
berbagai alat diagnosis malaria metode cepat ini termasuk pada situasi tertentu seperti pada
keadaan gawat darurat, epidemi malaria, para wisatawan yang baru berkunjung ke daerah
endemik malaria dan lain sebagainya.’**’ OptiMAL merupakan salah satu alat diagnosis
malaria rnetode cepat yang sedang diteliti di beberapa negara. Bahkan pada penelitian
terékhir (Mankhambo dkk, 2002) OptiMAL digunakan untuk mendeteksi adanya P.

Jalciparum di placenta.*®
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Dari 93 penderita yang diduga klinis malaria terdapat 59 % diantaranya ditemukan
positif parasit malaria pada pemeriksaan mikroskopik, sedangkan 64,5 % tefdcteksi melalui
tes OptiMAL (tabel 2). Terdapat beberapa kemungkinan hal ini terjadi termasuk 1)
kelemahan OptiMal dalam mendeteksi parasit yang jumlahnya rendah (<100/ pi), 2)
kenyataan bahwa OptiMAL mendeteksi hanya parasit hidup yang memproduksi pLDH, 3)
sekuestrasi dari parasit, 4) reaksi positif palsu.®

Untuk P. vivax terdapat 2 kasus yang terdeteksi oleh OptiMAL tetapi tidak
ditemukan parasit pada pemeriksaan mikroskopik . Sedangkan pada P. falciparum 8 kasus
yang terdeteksi oleh OptiMAL Hal ini ter;]:adi mungkin reaksi positif palsu péda penderita
yang kemungkinan mempunsfai faktor rhematoid positif. Seperti yang dilaporkan oleh
Laferi dkk (1997) bahwa pada orang yang sehat terdapat 5 % yang mempunyai faktor
rhematoid positif (bahkan pada usia >.65 tahun meﬁingkat prevalensinya menjadi 20 %).%
Penelitian Grobusch dkk (.1999) dan Igbal dkk (2000) menunjukkan adanya reaksi silang
terhadap orang yang faktor rhematoidnya positif dengan pe.meriksaan OptiMAL Hanya saja
OptiMAL lebih sedikit menghasilkan reaksi silang dibandingkan dengan ICT Pf dan
Parasight-F.***> Grobusch dkk (1999) mendapatkan 3,3 % positif palsu pada OptiMAL
sedangkan ICT Pf 6,6 % dan Parasight-F 16,5 % dari 91 penderita yang faktor rhematoid
positif.*

Tiga kasus terdeteksi P. vivax oleh pemeriksaan mikroskopik namun tak terdeteksi
oleh Optim Sedangkan 2 kasus terdeteksi P. falciparum oleh pemeriksaan mikroskopik
tetapi tidak dapat dideteksi oleh OptiMAL. Kemungkinan hal ini terjadi oleh karena jumlah
parasit pada kelima penderita sangat rendah (<100/ul). Palmer dkk (1998) melaporkan

sensitifitas yang tinggi untuk mendeteksi adanya P. vivax dan P. falciparum pada densitas
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parasit >100/ul tetapi menurun 40 % untuk P. vivax dan 67 % untuk P. falciparum pada
densitas rendah (<100/ul).® Peneliti lain Igbal dkk (1999) melaporkan OptiMAL
mempunyai sensitifitas yang baik (97%) pada jumlah parasit yang ﬁnggi (>100/pl) tetapi
menurun 1nen}adi 59% pada densitas parasit (<1OQ/1.11) dan menurun lagi 39 % bila densitas
parasit <50/ 1.|.1.27.

Nilai diagnostik dalam pﬁhek medik tergantung 4 nilai yaitu sensitifitas,
spesifisitas, nilai ram.';l positif, nilai ramal negatif dan akurasi. Mengingat hasil OptiMAL

dlgambarkan dengan nilai negatif, posmf 1, positif 2 dan positif 3 maka untuk menentukan

sensitifitas terbaik perlu dikaji pada berbagal t1t1k potong untuk mendapatkan pada titik

potong yang mana diperoleh nilai diagnostik terbaik yang dapat diterima dari uji OptiMAL
tersebut. Biasanya terdapat (rade off antara sensitifitas dengan spesifisitas dari suatu uji
diagnostik. Artinya sensitifitas dapat ditingkatkan dengan mengorbankan spesifisitas. Pada
ROC (Receiver Operator Characteristic) trade off terbaik terletak pada titik potong yang
berposisi di paling kiri atas karena pada titik potong ini .m'lai sensitifitas dan spesifisitas
seimbang karena itu akan memperkecil nilai positif dan negatif palsu.®?

Pada penderita P. vivax, titik potong positif 1 merupakan yang terbaik karena
terletak paling dekat dengan sudut kiri atas (gambar 5). Pada ftitik potong ini nilai
diagnostiknya cukup baik ( sensitifitas dan spesifisitas masing-masing 92,7 % dan 96,1 %).
Disamping itu, pada titik potong ini nilai ramal positif tinggi yaitu 95 %. Ini berarti bahwa
di daerah déngan KLB malaria dan tes OptiMAL menunjukkan positif 1 maka
kemungkinan orang tersebut menderita malaria adalah 95 %. Angka nilai ramal OptiMAL
akan lebih kecil jika tes ini diaplikasikan di daerah dengan tingkat endemisitas rendah atau

non endemik malaria.
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Dalam situasi sehari-hari seperti di poliklinik, jika menghadapi seseorang yang
dicurigai menderita demam malaria maka memerlukan tes diagnostik yang spesifik untuk

konfirmasi diagnosis, dengan kata lain harus digunakan titik potong yang mempunyai nilai

spesifitas yang paling tinggi yaitu pada titik potong positif 2. Pada titik potong tersebut K

mempunyai sensitifitas 100 % . Walaupun demikian, pada titik potong positif 2 terdapat 23
penderita yang positif P. vivax secara mikroskopik tidak dapat dideteksi oleh OptiMﬁ:i
sehingga 23 penderita tersebut bisa lolos (iari pengobatan. |

Pada P. fulciparum , titik potong positif 1 merupakan yang terbaik karena terletak
paling dekat dengan sudut kiri atas karena sensitifitas dan spesifisitas seimbaﬁg (gambar 6).
Pada titik potong ini nilai sensitifitas dan spesifisitasnya masing-masing 85,7 % dan 89,9 %
dengan nilai ramal positif 60 %.

Nilai ramal positif yang rendah untuk P. falciparum dinilai pada prevalensi
pemeriksaan mikroskopik pada penderita dengan dugaan klinis malaria sebesar 15 %. Pada
penelitian ini tidak dapat diperkirakan berapa jumlah pre\-/alensi penyakit malaria di desa-
desa yang diteliti. OptiMAL akan sangat berrﬁanfaat bagi klinisi jika dilakukan
pemeriksaan pada daerah yang merﬁpunyai prevalensi penyakit malaria yang lebih tinggi.

Pada situasi KLB malaria , seseorang yang menderita demam kemungkinan besar
menderita malaria maka lebih baik mendiagnosis secara klinik malaria dan segera diberikan
terapi anti malaria . Prinsip over treatment terhadap seorang penderita malaria terutama
malaria falciparum lebih baik dari pada tidak memberikan pengobatan sama sekali.
Berdasarkan prinsip tersebut diatas, bila memilih titik potong positif 1, hanya 2 kasus dari
93 penderita malaria falciparum positif secara mikroskopik yang tak terdeteksi oleh

OptiMAL.
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Bila situasi sehari-hari , pada penderita demam untuk konfirmasi diagnostik
dibutuhkan tes OptiMAL positif 2 yang mempunyai spesifisitas 100 %. szlmun 13
penderita malaria falciparum yang terbukii dengan pemen'kSaar; mikroskopik akan lolos
dari pengobatan.

Salah satu cara penilﬁian pengukuran keandalan berskala nominal yang banyak
digunakan adalah penentuan nilai Kappa. Nilai Kappa adalah rasio antara kesesuaian diluar
peluang dengan kemungkinan (potential) kesesuaian diluar peluang untuk set data
tersebut.*** Nilai Kappa yang ideai adalah 1, namun hal ini hampir tidak pernah diperoleh.
Nilai diatas 0,8 biasémya dianggap baik, nilai antara 0,6 sampai 0,8 memadai dan nilai
kurang dari 0,6 dianggap kurang baik.44_

Pada penelitian ini nilai Kappa antara 2 pemeriksa untuk P. falciparum 0,96 dan P.
vivax 0,97 , menunjukkan OptiMAL mempunyai nilai Kappa yang dianggap baik dan
mudah penggunaannya tanpa menimbulkan perbedaan cukup berarti terhadap hasil

pembacaannya.
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Berikut akan diperlihatkan beberapa penelitian terdahulu yang dilakukan terhadap

OptiMAL di berbagai negara.

Tabel. 12 Beberapa penelitian OptiMAL di berbagai negara 8284647
Peneliti Tempat Thn n Se Sp PPV NPV
Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Py

C. Palmer dkk Honduras 1998 202 88 94 99 100 88 100 99 96
John SMdkk  India 1998 91 94 98 na na na na na na
Cooke AH dkk Gambia 1999 398 913 - 92 - 872 - - 947 -
T. Jelinek dkk  Jerman 1999 231 887 61,5 994 100 979 . 100 96,7 978
J. Rubio dkk Spanyol 2001 126 - 87.8 - 87,7 - » 706 - 95,5
Penelitian int Indonesia 2002 93 857 92,7 899 96,1 60 95 973 94,3

Keterangan :

Thn : Tahun Se  sensitifitas Pv : Plasmodium vivax

N : Jumlah sampel Sp : spesifisitas Pf: Plasmodium falciparum

PPV : nilai ramal positif NPV : nilai ramal negatif na : no available

Penelitian Palmer dkk di Honduras (1998) dan p.enelitian ini di 'Indonesia (2002)
dilakukan didaerah dengan KLB malaria. Meskipun dengan jumlah sampel yang berbeda
tetapi didapatkan hasil nilai diagnostik yang tidak jauh berbeda. Pada kedua penelitian
tersebut mempunyai kisaran (range) untuk P. vivax sensitivitas 92,7-94 % , spesifisitas
96,1-100 %, nilai ramal positif 95 — 100 % dan nilai ramal negatif 94,3-96 %. Sedangkan
untuk P. falciparum sensitivitas 85,7-88 % , spesifisitas 89,9-99 %, nilai ramal positif 60-
88 % dan nilai ramal negatif 97,3-99 %.

Pada penelitian J ohn dkk di India (1998) , Cooke dkk di Gambia (1999) , Jelinek

dikk di Jerman dan Rubio dkk di Spanyol (2001) dilaksanakan di rumah sakit.
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Pada penelitian Cooke dkk ( 1999 ) di Gambia didapatkan hasil sebagian besar
kasus P. falciparum, 4 kasus P. ovale, 3 kasus P. malariae, sedangkan P. vivax tidak
ditemukan. *

Penelitian Jelinek dkk ( 1999 ) diperoleh hasil sensitifitas terhadap P. vivax rendah
(61,5 % ). Hal ini disebabkan oleh jumlah sampel P. vivax saﬁgat sedikit yaitu 13 kasus,

sehingga memerlukan penelitian lebih Janjut dengan jumlah yang lebih besar.”’

VL5 KETERBATASAN PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan pada saat terjadi KLB malaria dengan sampel yang
jumlahnya terbatas , oleh karena itu perlu dilakukan penelitian dengan jumlah sampe! yang
lebih banyak pada daerah endemik malaria maupun daerah non endemik malaria.

OptiMAL tidak dapat mendeteksi adanya' infeksi campuran, bila terdapat infeks';
campuran maka pada OptiMAL akan terbaca sebagai infeksi P. falciparum.

Adanya reaksi silang pada penderita dengan faktor rheumatoid positif sehingga

perlu dilakukan pemeriksaan faktor rheumatoid pada penderita dengan hasil positif palsu.
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BAB VII
RINGKASAN, KESIMPULAN DAN SARAN
VIL1 RINGKASAN

Pada penelitian ini telah terkumpul 93 sampel yang memenuhi kriteria klinik diduga
demam malaria. Dari sampel tersebut terdiri dari 52 sampel! laki-laki dan 41 sémpei wanita.
Distribusi sampel berdasarkan golongan usia terbanyak diduduki oleh golongan usia 31 —
40 tahun.

Dari 93 sampel yang dilakukan pemeriksaan OptiMAL dan pemeriksaan
mikroskopik, didapatkan 59 % ( 55 dari 93 ) penderita yang terdeteksi melahii pemeriksaan
mikroskopik terinfeksi malaria. Diantara yang positif terdeteksi malaria, P. vivax terdapat
pada 74,5 % (41 dari 55) penderita sedangkan P.falciparum terdapat pada 25,5 % (14 dari
55) penderita.

Pada pemeriksaan OptiMAL menunjukkan hasil 64,5 % (60 dari 93) penderita
positif malaria. P.vivax terdapat pada 66,7 % (40 .dari 60) penderita, sedangkan
P fulciparum terdapat pada 33,3 % (20 dari 60) penderita.

OptiMAL merupakan alat diagnosis malaria metode cepat yang telah dievaluasi di
berbagai negara. Nilai diagnostik OptiMAL yang diperoleh dari penelitian ini pada
berbagai titik potong aéalah sebagai berikut :

Pada P. vivax :
» Pada titik potong positif 1 memberikan hasil nilai diagnostik sensitifitas 92,7 %,
spesifisitas 96,1 %, nilai ramal positif 95 %, nilai ramal negatif 94,3 %, dan akurasi

94,6 %.
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» Pada titik potong positif 2 memberikan hasil nilai diagnostik sensitifitas 43,9 %,
spesifisitas 100 %, nilai ramal positif 100 9%, nilai ramal negatif 69,3 %, dan akurasi
75,3 %.

% Pada titik potong positif 3 memberikan hasil nilai diagnostik sensitifitas 34,1 %,
spesifisitas 100 %, nilai ramal positif 100 %, nilai ramal negatif 65,8 %, dan akurasi
70,9 %.

Pada P. falciparum :

> Pada titik potong positif 1 memberikan hasil nilai diagnostik sensitifitas 85,7%,
spesifisitas 89,9%, nilai ramal posit-if 60%, nilai ramal negatif 97,3%, dan akurasi
69,3%.

> Pada titik potong positif 2 memberikan hasil nilai diagnostik sensitifitas 7,1%,
spesifisitas 100%, nilai ramal positif 100%, nilai ramal negatif 85,9%, dan akurasi 86%.

> Pada titik potong positif 3 memberikan hasil nilai diagnostik sensitifitas 0%, spesiﬁsitals

100%, nilai ramal positif 0%, nilai ramal negatif 84,9%, dan akurasi 84,9%.

Indeks Kappa untuk P.vivax adalah 0,97 (95% CI : 93-100 %), sedangkan untuk

P.falciparum adalah 0,96 (95% CI : 92-99 %).

VIL. II KESIMPULAN

Atas dasar data diatas, untuk P. vivax maupun P. falciparum pada titik potong
positif 1 melﬁpunyai nilai diagnostik yang paling baik.

OptiMAL mempunyai sensitifitas dan spesifisitas yang baik dan dapat

dipergunakan dengan mudah serta cepat.
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VIL3 SARAN
Meskipun harga OptiMAL relatif mahal dibandingkan dengan metode
konvensional, tetapi tes ini bermanfaat untuk pusat kesehatan diperifer dengan fasilitas

diagnosis mikroskopik yang terbatas dan di klinik gawat darurat.
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