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ABSTRAK

Plasmodium knowlesi adalah parasit genus plasmodium yang secara alami menginfeksi kera ekor panjang (Macaca
fascicularis) dan merupakan zoonotik, sekarang sudah dilaporkan menginfeksi manusia. Identifikasi/deteksi P.
knowlesi dapat dilakukan menggunakan pemeriksaan RDT, mikroskopis, maupun molekuler menggunakan nested
PCR. Nested PCR merupakan metode pemeriksaan paling sensitif dan spesifik untuk saat ini. Penelitian ini
bertujuan mendeteksi P. knowlesi pada manusia dengan pemeriksaan RDT, mikroskopis, dan nested PCR. Jenis
penelitian adalah deskriptif dengan pendekatan cross sectional, dilaksanakan pada bulan Maret sampai Juli 2019.
Sampel dalam penelitian ini sejumlah 123 yang berasal dari pasien terduga teinfeksi malaria dan melakukan
pemeriksaan laboratorium di Puskesmas Muara Komam. Pemeriksaan mikroskopis dan pemeriksaan RDT
dilakukan di Puskesmas Muara Komam, sedangkan nested PCR dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler
Eijkman Jakarta. Hasil pemeriksaan RDT dan mikroskopis menunjukkan sebanyak 16 dari 123 (13%) sampel
positif malaria P. falciparum dan P. vivax, 10 dari 123 (8,1%) sampel positif malaria P. falciparum dan P. vivax.
Pemeriksaan nested PCR yang menargetkan gen SSU rRNA mampu mengidentifikasi P. knowlesi sebanyak 6
dari 123 (4,87%). Penelitian menunjukkan bahwa Plasmodium knowlesi terdeteksi pada manusia di Muara
Komam, Kalimantan Timur melalui pemeriksaan nested PCR.
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ABSTRACT

Plasmodium knowlesi is a parasite of the genus plasmodium that naturally infects long-tailed macaques (Macaca
fascicularis), but currently reported has ability to infect humans. The identification/detection of P. knowlesi can
be done using RDT, microscopic, or molecular examinations using nested PCR. Nested PCR is the most sensitive
and specific method of examination to date. This study aimed to detect P. knowlesi in humans by RDT,
microscopic, and nested PCR examinations. The study was descriptive with a cross-sectional approach, carried
out from March to July 2019. The samples in this study were 123 patients who were suspected of being infected
with malaria and who underwent laboratory tests at the Muara Komam Health Center. Microscopic examination
and RDT examination were carried out at the Muara Komam Health Center, while nested PCR was carried out at
the Eijkman Molecular Biology Laboratory Jakarta. The results of RDT and microscopic examinations showed
as many as 16 of 123 (13%) malaria-positive samples of P. falciparum and P. vivax, and 10 of 123 (8.1%) malaria-
positive samples of P. falciparum and P. vivax. Nested PCR tests targeting the rRNA SSU gene were able to
identify P. knowlesi by 6 out of 123 (4.87%). In conclusion, the study showed that Plasmodium knowlesi was
detected in humans in Muara Komam, East Kalimantan through nested PCR examination.
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PENDAHULUAN

Malaria merupakan salah satu penyakit
endemis di Indonesia yang dapat menyebabkan
kematian. Insidensi malaria menurut data World
Malaria Report diperkirakan sebanyak 219 juta
kasus yang tersebar di 87 negara dengan jumlah
kematian mencapai 435000." Ada lima spesies
dari genus Plasmodium sebagai penyebab
malaria yaitu P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale, dan P. knowlesi.?®

Target eliminasi malaria di Indonesia
berdasarkan Keputusan Menteri Kesehatan RI
Nomor 293/MENKES/SK/IV/2009 yaitu pada
tahun 2030.* Kasus baru malaria di Indonesia
pada tahun 2020 sebanyak 254.055 kasus.
Jumlah terduga malaria yang dikonfirmasi
menggunakan teknik laboratorium mikroskopis
dan atau RDT mencapai 97%. Jumlah ini
diperoleh dari pemeriksaan 1.823.104 dari
1.877.769 individu yang diperiksa, dengan
positivity rate (PR) sebesar 14%. Pada tahun
2020 angka Annual Paracite Incidence (API) di
Indonesia masih sebesar 0,87 per 1000
penduduk.®

Spesies Plasmodium yang paling banyak
ditemukan di antara lima spesies adalah P.
falcifarum (143.926 kasus) dan P. vivax
(95.694 kasus).! Secara statistik, kasus P.
knowlesi pada manusia masih minim
ditemukan di wilayah Indonesia, dengan angka
positif tidak lebih dari 27 kasus. Data tersebut
diperoleh dari penelitian di Kalimantan Selatan
dari penelitian 2010 sampai tahun 2019.%®

Pemeriksaan baku standar untuk diagnosis
malaria sampai saat ini adalah dengan
pemeriksaan  mikroskop  cahaya  pada
pewarnaan giemsa apusan darah tebal dan tipis
untuk melihat adanya bentuk Plasmodium.®
Diagnosis P. knowlesi dengan pemeriksaan
mikroskopis  dapat terjadi mis-identifikasi
dengan spesies lain akibat kemiripan
morfologis antara P. knowlesi  dengan P.
malariae serta P. falciparum.*® Rapid
Diagnostic Test (RDT) adalah pemeriksaan
alternatif dalam diagnosis malaria dengan target
antigen Plasmodium. Pemeriksaan ini telah
digunakan secara luas di berbagai negara.
Semua RDT yang tersedia secara komersial saat
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ini dikembangkan sebelum diketahui bahwa P.
knowlesi dapat menginfeksi manusia. Fakta ini
mengakibatkan pemeriksaan RDT tidak sensitif
dalam mendeteksi P. knowlesi.*

Kesalahan diagnosis malaria P. knowlesi
dapat dapat menyebabkan kondisi penderita
menjadi parah, seperti terjadinya
trombositopenia, gagal ginjal akut, dan
hemolisis.”***  Hal ini terjadi karena
Plasmodium ini memiliki siklus eritrositik yang
pendek sekitar 24 jam yang mengakibatkan
jumlah parasit dalam tubuh dapat meningkat
dengan cepat, sehingga infeksi dapat berpotensi
menjadi berat.** Kondisi tersebut menyebabkan
perlunya pendekatan molekuler yang bersifat
konfirmasi untuk mendeteksi P. knowlesi
karena pemeriksaan ini memiliki spesifisitas
dan sensitifitas yang tinggi.™

Diagnosis konfirmasi P. knowlesi dengan
metode  deteksi  berbasis PCR  yang
menargetkan spesifik gen rRNA lebih sensitif
dan spesifik bila dibandingkan dengan
pemeriksaan mikroskop. Walaupun demikian,
uji ini membutuhkan peralatan dan tenaga
teknisi yang khusus dan tidak tersebar di semua
laboratorium uji. Pemeriksaan nested PCR
menargetkan gen 18S ribosomal RNA (18S
rRNA). Dalam teknik ini, primer PCR
PkF1160, PkF1140, dan PkR1550 yang spesifik
untuk P. knowlesi®® digunakan dalam reaksi
sekunder setelah dilakukan amplifikasi oleh
primer yang spesifik genus Plasmodium,
rPLU5 — rPLUG."Y

Kecamatan Muara Komam merupakan
salah satu habitat dari primata kera ekor panjang
yang masih sering ditemukan dan hidup bebas
dekat dengan perkampungan warga. Muara
Komam merupakan pintu perbatasan menuju
Provinsi Kalimantan Selatan di mana setelah
tahun 2010 telah dilaporkan adanya infeksi
malaria P. knowlesi di provinsi tersebut.

Ketidaktahuan petugas laboratorium akan
adanya infeksi P. knowlesi memungkinkan
dapat terjadinya kesalahan pembacaan apusan
darah antara P. falciparum dan P. malariae
dengan P. knowlesi. Tujuan penelitian ini untuk
mendeteksi infeksi malaria P. knowlesi pada
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manusia menggunakan RDT, pemeriksaan
mikroskopik, dan nested PCR.

METODE

Penelitian cross sectional ini dilakukan
pada bulan Maret - Juli 2019 di Kecamatan
Muara Komam Kabupaten Paser Provinsi
Kalimantan Timur. Penentuan besar sampel
dihitung dengan menggunakan rumus untuk uji
diagnostik, dengan perkiraan sensitifitas
mikroskopik 85-90% dan interval kepercayaan
95%. Total sampel yang diperoleh sebanyak
123 sampel. Kriteria dari sampel adalah pasien
yang melakukan pemeriksaan malaria di
Puskesmas Muara Komam, dan Puskesmas
Keliling Muara Komam.

Pemeriksaan RDT dan mikroskopik
menggunakan darah kapiler sedangkan untuk
pemeriksaan PCR mengggunakan darah vena
masing-masing sebanyak 3ml yang dikoleksi
pada tabung ethylene diaminetetra acetide acid
(EDTA). Sampel darah EDTA kemudian
disimpan di kulkas dengan suhu 4 °C sebelum
dibawa ke laboratorium untuk dilakukan
ekstraksi DNA. Pemeriksaan mikroskopis dan
RDT dilakukan di laboratorium Puskesmas
Muara Kowam, dengan validasi di laboratorium
Eijkman Jakarta, sedangkan uji nested PCR di
lakukan di laboratorium Eijkman Jakarta.

Pemeriksaan RDT dalam penelitian ini
menggunakan RDT CareStart™ Malaria
HRP2/pLDH (Pf/PAN) Combo (Access Bio
Inc.). Pemeriksaan RDT berdasarkan deteksi
dari histidine rich protein 2 (HRP-2) spesifik
untuk P. falciparum dan parasite lactate
dehydrogenase  (pLDH)  spesifik  untuk
Plasmodium sp. Pemeriksaan RDT dilakukan
sesuai dengan buku panduan dari pabrik. Hasil
dari rapid test dapat dibaca setelah 15 menit.
Pasien dengan hasil positif RDT akan langsung
diobati.

Apusan darah tebal dan tipis dibuat dengan
darah kapiler. Apusan darah tipis di fiksasi
menggunakan methanol kemudian dilakukan
pewarnaan Giemsa 10%. Apusan darah dibaca
oleh peneliti dan dikonfirmasi ulang oleh ahli
mikroskopis dari Lembaga Biologi Eijkman
Institute, Jakarta.

Ekstraksi DNA  dilakukan  dengan
menggunakan QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) sesuai dengan
instruksi  pabrik. DNA vyang diekstraksi
disimpan pada suhu —20 °C sampai diperlukan
untuk analisis molekuler. Nested PCR
menggunakan dua set primer dan dua reaksi
PCR. Amplikon yang dihasilkan dari reaksi
PCR pertama digunakan sebagai templat untuk
set primer kedua sebagai amplifikasi kedua.'®
Primer yang digunakan untuk PCR nest pertama
Plasmodium genus-spesific adalah rPLU 6 —
rPLU 5, sedangkan untuk PCR nest pertama
Plasmodium knowlesi-spesific adalah PkF 1160
—PKkR 1150. Primer nest kedua yang digunakan
untuk Plasmodium species-spesific adalah
rFAL 1 — rFAL 2, VIV 1 — rVIV 2, dan
PKF1140 — PkR 1150.1¢%

Hasil PCR nest kedua kemudian
dilakukan elektroforesis menggunakan 1% gel
agarose, Yyang diwarnai dengan ethidium
bromide. Pita-pita DNA yang tervisualisasi
divalidasi menggunakan apparatus Gel Doc.

Data diolah menggunakan Microsoft
Access Database dengan frekuensi dan interval
kepercayaan 95% (CI) untuk digunakan sebagai
variabel kategori. Setiap metode pemeriksaan
mikroskopis, RDT, dan nested PCR dihitung
sensitivitas, spesifisitas, nilai prediktif positif
(PPV), dan nilai prediktif negatif (NPV).

Penelitian telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Kedokteran FK Universitas Jenderal
Soedirman dengan nomor
Ref:1085/KEPK/111/2019. Informed consent
tertulis diperoleh dari semua peserta.

HASIL

Sebanyak 123 sampel diperoleh dari bulan
Maret — Juli 2019 diperiksa RDT, mikroskopis,
dan nested PCR. Terbanyak pada rentang usia
21 — 50 tahun; (82,9%), sedangkan berdasar
jenis kelamin sampel terbanyak adalah laki-laki
(54%) (Tabel 1).
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Tabel 1. Karakteristik Subjek Penelitian (n=123)

Karakteristik pasien Total (%)
Jenis Kelamin
Wanita 56 (45,53)
Laki-laki 67 (54,47)
Total 123 (100)
Usia
<20 15 (12,30)
20-50 102 (82,90)
> 50 6 (4,80)
Total 123 (100)
Hasil  pemeriksaan  dengan RDT

ditemukan 13% positif malaria, pemeriksaan
mikroskopik sebanyak 8,1% positif malaria,
dan pemeriksaan molekuler dengan nested PCR
sebanyak 18,7% positif malaria. Perbedaan
yang signifikan ditemukan di antara sampel
positif dan negatif dan pada spesies yang
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berbeda ketika membandingkan ketiga metode
pemeriksaan (Tabel 2).

Hasil pemeriksaan positif RDT sebanyak 5
positif P. falciparum, 5 positif P. vivax, dan 6
positif campuran P. falciparum dan P. vivax
(Tabel 2). Hasil positif pemeriksaan
mikroskopis berdasarkan hasil pembacaan
sediaan apus darah, diketahui 3 sampel positif
P. falciparum, 4 sampel positif P. vivax, 1
positif campuran P. falciparum dan P. vivax,
dan 2 sampel positif campuran P. knowlesi dan
P. vivax. Hasil positif pemeriksaan nested PCR
ditemukan sebanyak 7 sampel positif P.
falciparum, 8 positif P. vivax, 4 positif P.
knowlesi, 2 positif campuran P. falciparum dan
P. vivax, 1 positif campuran P. falciparum dan
P. knowlesi, dan 1 sampel positif campuran P.
knowlesi dan P. vivax.

Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Plasmodium antara RDT, Mikroskopis, dan Nested PCR

RDT Mikroskopik Nested PCR
N % 95% CI N % 95% CI N % 95% ClI

Sampel negatif 107 87 81-929 113 919 859-978 100 81,3 11,8-25,6
Sampel positif 16 13 7,1-19.0 10 81 3,3-13,0 23 18,7 75,4 -87,2

P. falciparum 5 31,2 85-539 3 30 15,9-58,4 7 30,4 11,6 - 49,2

P. vivax 5 31,2 85-539 4 40 9,6-70,3 8 34,8 15,3 -54,2

P. knowlesi - - - - - - 4 17,4 1,9-328

P. falciparum 6 375 13,7-612 1 10 0,8-28,5 2 8,7 0,28 - 20,2

dan P. vivax

GanP. kowles : : - : 143 039-126

P, knowlesi - - 2 20 47-447 1 43  039-126

Keterangan = N: jumlah sampel. CI: Confidence Interval

Tabel 3. Sensitifitas, Spesifisitas, Nilai Prediksi Positif dan Negatif dari RDT, Mikroskopis terhadap hasil

Nested PCR
Nested PCR Sensitivity Specificity PPV NPV
Positif Negatif (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)

RDT

Positif 13 3 57 (34-77) 97 (91-99) 81 (54-96) 91 (83-95)

Negatif 10 97
Mikroskopis

Positif 9 1 90 (55-100) 88 (80-93) 39 (20-61) 99 (95-100)

Negatif 14 99

Dibandingkan dengan RDT, pemeriksaan
mikroskopis memiliki sensitivitas yang lebih
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tinggi (90 vs 57), tetapi untuk spesifitas RDT
memiliki nilai yang lebih tinggi daripada
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mikroskopi (97 vs 88). Untuk nilai prediksi
positif RDT memiliki nilai yang lebih tinggi
dibandingkan mikroskopis (81 vs 39), namun
memiliki nilai NPV lebih rendah (91 vs 99)
(Tabel 3).

PEMBAHASAN

Kecamatan Muara Komam merupakan
salah satu kecamatan di Kabupaten Paser
Provinsi  Kalimantan  Timur, berbatasan
langsung dengan Provinsi Kalimantan Selatan
dan Kalimantan Tengah. Kedua Provinsi
tersebut sebelumnya telah diketahui adanya
laporan terkait infeksi malaria P. knowlesi.®”
8

Deteksi dini dan penanganan segera adalah
salah satu strategi utama dalam pengendalikan
penyakit malaria. Diagnosis malaria di
Kecamatan Muara Komam  dilakukan
berdasarkan tanda dan gejala klinis pasien, serta
pemeriksaan laboratorium berupa pemeriksaan
mikroskopis, dengan atau tanpa RDT.
Pemeriksaan mikroskopis dengan apusan darah
Giemsa merupakan pemeriksaan baku emas
dalam mendiagnosis malaria, tetapi apabila di
suatu daerah pemeriksaan mikroskopis tidak
tersedia, maka konfirmasi malaria dapat
menggunakan RDT.!

Hasil positif pemeriksaan mikroskopis
ditemukan sebanyak 10 dari 123 subjek
penelitian (8,07%). Terdapat dua sampel yang
memiliki kualitas sediaan apus darah yang
buruk dan mengakibatkan sediaan tidak dapat
terbaca dengan mikroskop. Hasil pemeriksaan
RDT dan PCR menunjukkan kedua sampel
positif P. falciparum dan P. vivax.

Diagnosis P. knowlesi pada seseorang
tidak dapat dilakukan hanya dengan
menggunakan pemeriksaan mikroskopik karena
kemiripan morfologi P. knowlesi, P. malariae,
dan P. falciparum. Hal tersebut
menyebabkan  diagnosis  etiologis  sulit
ditegakkan dan dapat berakhir dengan
kesalahan diagnosis.? Rapid Diagnostic Test
yang digunakan dalam penelitian ini tidak dapat
membedakan P. knowlesi dari P. vivax. Hal
tersebut disebabkan reaksi silang antara
antibodi monoklonal genus Plasmodium atau

species-spesific parasite lactate dehydrogenase
(pLDH) tidak hanya bereaksi dengan antigen
pada P. knowlesi tetapi juga pada P.
vivax, sehingga tidak dapat dibedakan antara
keduanya. Hal ini telah didukung oleh
penelitian sebelumnya dengan kesimpulan
bahwa identifikasi P. knowlesi tunggal dengan
RDT memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang
rendah.”®® Oleh karena itu, diperlukan
pemeriksaan  konfirmasi  identifikasi P.
knowlesi dengan sensitifitas dan spesifisitas
yang lebih tinggi yaitu dengan pemeriksaan
molekuler nested PCR dengan gen target SSU
rRNA. Gen SSU rRNA digunakan karena
spesifik terhadap spesies parasit malaria dan
sebagai pembeda spesies malaria.?

Total keseluruhan sampel positif dengan
setidaknya satu dari tiga parameter pemeriksaan
malaria sebanyak 26 dari 123 (21,13%) sampel.
Sembilan sampel menunjukkan hasil positif
dengan ketiga parameter pemeriksaan, empat
sampel positif dengan pemeriksaan nested PCR
dan RDT, satu sampel menunjukkan hasil
positif dengan pemeriksaan RDT dan
mikroskop, dua sampel positif hanya dengan
pemeriksaan RDT, dan sepuluh sampel positif
hanya dengan pemeriksaan PCR.

Satu sampel dengan kode MKMO018 pada
saat amplifikasi DNA Plasmodium-specific
dengan menggunakan template DNA 1L dari
total aliquot 25uL positif P. falciparum dan
negatif P. knowlesi, tetapi setelah dilakukan
pengulangan pemeriksaan sampel dan template
DNA yang digunakan dinaikkan sebanyak 3uL,
hasil nested PCR menunjukkan sampel negatif
P. falciparum dan positif P. knowlesi. Hasil
pemeriksaan ini menunjukkan bahwa sampel
tersebut positif campuran antara P. knowlesi
dan  P. falciparum, dengan parasitemia P.
falciparum yang tinggi dan parasitemia P.
knowlesi yang sangat rendah.

Hasil pemeriksaan sampel dengan kode
MKMO013 dan MKMO014 menunjukkan positif
P. falciparum dengan RDT dan pada
pemeriksaan mikroskopis dan nested PCR
menunjukkan hasil negatif, sedangkan kode
sampel MKMO089 menunjukkan positif P. vivax
pada pemeriksaan RDT dan mikroskopis,
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sedangkan pemeriksaan nested PCR negatif.
Setelah dilakukan pengulangan dengan dilusi
bertingkat dan menaikkan templat DNA
sebanyak 3pL hasil ketiga sampel tetap negatif.
Pemeriksaan PCR memungkinkan hasil yang
sensitif dan spesifik, namun juga memiliki
keterbatasan diantaranya adalah terkait dengan
target sekuen sesuai primer, sensitifitas reagen,
dan hands on laboratorium yang teliti. Dua
sampel negatif pemeriksaan PCR setelah
pengulangan dapat terjadi karena adanya mutan
dalam target primer yang diberikan, atau
kendala hands on dalam pelaksanaan
pemeriksaan. Hal ini menjadi keterbatasan atau
kelemahan dalam penelitian ini. Hasil
penelitian sebelumnya, yang dilakukan di hutan
kawasan Kalimantan Tengah dan Selatan
menunjukkan adanya hasil positif P. malariae
dengan pemeriksaan mikroskopis pada pekerja
penebang kayu.”” Data tersebut memberi
infomasi bahwa mungkin saja telah ada infeksi
P. malariae di Kecamatan Muara Komam
sebagaimana infeksi malaria P. knowlesi yang
baru terdeteksi.

Hasil pemeriksaan nested PCR positif,
menunjukkan adanya penyebaran malaria
P. knowlesi di Kecamatan Muara Komam,
kemungkinan dikarenakan letak lokasi dari
geografis Kecamatan Muara Komam yang
berbatasan langsung dengan wilayah yang telah
terkonfirmasi malaria P. knowlesi  yaitu
Kalimantan Selatan, dan Kalimantan Tengah,
serta habitat inang alami yaitu kera ekor
panjang. Meskipun P. knowlesi
masih dapat diobati oleh semua obat
antimalarial, infeksi P. knowlesi dapat
menyebabkan meningkatnya morbiditas dan
mortalitas yang menurunkan Kkualitas hidup
pasien maupun beban ekonomi keluarga dan
pemerintah.

KESIMPULAN

Infeksi P. knowlesi pada manusia
terdeteksi di Kecamatan Muara Komam melalui
pemeriksaan  nested PCR,  sedangkan
pemeriksaan RDT dan mikroskopis tidak dapat
mendeteksi adanya infeksi tersebut.
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SARAN

Perlu adanya peningkatan kemampuan
tenaga mikroskopis yang ada di Puskesmas
terutama yang berada di daerah endemis dan
secara ekologis diduga sebagai daerah
penularan malaria knowlesi.
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pelaksana lapangan, pemeriksaan laboratorium
dan penulisan manuskrip. RN, FC, LT adalah
konsulen  pemeriksaan  mikroskopis  dan
supervisor laboratorium. ES berkontribusi
dalam konsep penelitian dan penulisan. LR
adalah  pengembang  konsep, penulisan
manuskrip, dan korespondensi.
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