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UCAPAN TERIMA KASIH

Rasa syukur dan segala puji saya pamjatkan kehadirat Gusti Allah yang Maha
Pengasih dan Penyayang, vang telah memberi limpahan rahmat, serta hidayah dan
pertolongan — Nya, sehingga saya memperoleh kesempatan mengikuti pendidikan
doktor, menjalaminya dengan penuh liku, dan akhirnya dapat menyelesaikan disertasi
ini. Semoga disertasi ini, serta pengalaman dan pengetzhuan yang saya peroleh dalam
menyelesaikannya, dapat meningkatkan pengabdian saya dan membawa maslahat,

Kemudian, ucapan terima kasih dan pengharpaan yang setinggi-tingginya saya
sampaikan kKepada :

Prof. Dr. H. Yoes Pmjatna Dachfan, dr., M.S5c. atas kesediaannnya sebaga
Promotor, dan selaku Kepala Laboratorium Parasitologn FK dan Ketua TDC
Universitas Airlengga, telah memberikan  bimbingan dan pengarahan, serta
memberikan fasilitas-fasilitas dalam perjatanan dan penyelesaian pendidikan,
penelitian dan penulisan serta perbaikan disertasi ini.

Prof. HR. Rachmat Santoso, dr., SpPA., yang telah bersedia menjadi Promotor
pada awal pendidikan sava, dan telah memberikan bimbingan Jan pengaraban bagi
terselenggaranya pendidikan sampa penulisan disertasi i,

Prof. Dr. Suwignio Soemohardjo, dr., 5p '), yang telzh bersedia menjadi Ko-
promotor, dan telah amat membantu dalam penelitian dan pengumpulan sampel di
Lombok, sampai dengan penulisan disertas: ini.

Dr. Wiinand M. . Eling, yang telah bersedia menjadi Ko-promotor, dan telah
membimbing dengan sabar dan penuh perhatian, serta benar-benar membantu dalam
penyelesaian penelitian di Nijmegen sampai dengan penulisan dan perbaikan disertasi
ini.

Prof. H Scedarto, dr., DTMH., Ph.D_, Rektor Universitas Airiangga dan mantan
Kepala Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga, seria
Prof, H. Bambang Rahino Setokoesoemo, dr., mantan Rektor Universitas Airlangga,
vang telah memberi iin saya mengikuti pendidikan Doktor.

Prof Dr H Muohammad Amin, dr Sp P K., Direktur Program Pasca Sarjana
Prof. Dr. Scedijono Titewidaro, dr., Sp. THT K., mantan Direktur Program Pasca
Sarjana dar Prof. Dr. Soctarjadi, Apt. mantan Direktur Program Pasca Sarjana
Universitas Airlangga, yang telah menerima saya sebagai mahasiswa Program Dektor,

Prof. Dr. H. M5 Wiyadi, dr Sp THT K., Dekan Fakuitas Kedokteran Universitas
Airlangga vang telsh memberikan ijin untuk mengikuti pendidikan Program Doktor
serta memberikan fasilitas-fasilitas guna melaksanakan penelitian dan konsultasi.

Prof. Dir. H. Askandar Tjokroprawiro, dr Sp PDLK., manmtan Dekan Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga, almarhum Pref. R.Soemarto, ¢r,,Sp.PD K., mantan
Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga, yvang telah memberikan ijin untuk
mengikutt  pendidikan Program Doktor serta metbenkan fasilitas-fasilitas guna
melaksanakan penelitizn dan konsaltasi,
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Prof. Dr. TL 1G. N. GGde Ranuh dr. Sp A K, mantan Dekan Fakultas Kedokteran
Universitas Airlangga, dan pada waktu itu sebaga Ketug TORCO Fakultas Kedokieran
Universitas Airlangga, yang telah memberikan fasilitas-fasiitas dalam pefaksanaan
research-iraimung dan penehtian.

Sdr. H. Kuntora, dr., MPH, Dr.PH, vang telash hersedia menjadi konsuhan dan
telah memberi dorongan dan bimbingan untuk menulis dan menyelesaikan serta
memperbaiki disertasi ini, dan telah membantu dalam analisa statistk data-data
penelitian.

Prof. Dr. HM. Zainuddin, Apt. M5, yang telah mengajarkan metodologi
penelitian dan statisuk pada wakilu saya menjadi mahasiswa, dan selanjutnya menjadi
konsuttan dan sangat membantu dalam penyusunan dan perbaikan penulisan disertas
ITL,

Prof Hiroji Kanbara, M.D., PhD. dan Universitas Nagasaki, vang telah
membimbing sava  dalam  metode pembiakan parasit malafa dan  teknolog:
lzboratorium yang lain, dan membantu dalam pengumpulan sampel dan pemeniksaan
laboratonium serta memberikan bimbingan ilmiah Begitu juga kepada Dr. Nakazawa.

Prof. Purnomo Suryohudoyoa, dro atas  petonjuk-petumjuk almiahnya  dalam
penclitian, petwlisan dan perbaikan disertasi ini.

Prof. H. Eddy Soewandojo, dr, Sp.PD., KTI, atas petunjuk-petunjuknya yang
sangal berharga dalam penulisan dan perbaikan disertasi ini.

Prof Eddy Pranowo Soedibjo, dr., MP1L, atas petunjuk-petunjuknya yang sangat
berharga dalam penulisan dan perbaikan disertasi ini.

Dr. Sri Subekti Bendryman, drh, yang telah memben dukungan morel dan
membantu mengareksi naskah dengan telaten.

Prot. Subaktiningsih,dr , MSc, atas petunjuk-petunjuknya perbaikan disertasi ini.

Prof. Dr.H. Pitono Soeparto, dr., Sp AK. | sebapai Ketua Panitia Penguji Upan
Terbuka, serta para anggoeta Panitia Penguji vang belum tersebut di atas : Prof. Dr. H.
Umar Kasan, dr., Dr. Suhartono Taat Putra, dr M$& | Prof Dr Hj. Moetmainah Prajitno,
drg., Dr.H. Eddy Bagus Wasito, dr., MS,, dan Dr. L. Dyson, M A, saya sampaikan
tenmakasih atas saran-sarannya vang berharga untuk perbaikan disertasi i,

Para pengajar Program Doktor Pascasarana Universitas Airlangga maupun para
Penanggung Jawab Mala Ruhah dan Universitas Indonesiz (Prof Dr.H Kamen
Baratawadjaja,dr, SpP’D, KAl FAAAAIL dan Universitas Gatah Mada (Prof. Soesanto
Tokrasontodr, M. Comm H. M.Sc., DTM&H., Ph.D.}, vang telah membuka cakrawala
tmu bagl mahasiswanya.

Direktur R5UJ Mataram, Kepala Bagran Penvakit Dalam dan Kepala Unit Riset
Biomedik R5U Mataram, yang telah memben ijin untuk melakukan penelitian di RSU
Mataram.

Kepala Kantor Wilzyah Departemen Kesehatan Nusa Tenggara Barat, vang tefah
membenkan ijin melakukan penelitizn di Lombok dan Sumbawa. Demikian juga
kepada Dokter Agus Sutanto, Kepala Desban PPKP Kantor Wilayah Departemen
Keschatan ivusa Tenggara Barat.

dr. Wenny Astuti Aswan dari RSU Mataram, yang kini telah mencapai gelar
Magisternya, yang dengan tefaten telah banyak sekali membantu dalam pergumpulan
dan seleksi pasien serta penyelenggaraan pengumpulan sampel di RSU Mataram dan
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beberapa Puskesmas di sekitar Mataram. Tanpa bantuan “bekas mund saya” yang
kemudian menjadi sahabat saya ini, penelitian i tidak akan terlaksana dengan baik.
Semoga budi baik anda mendapat balasan dari Yang Maha Kuasa

Saudari Nengah analis dari RSU Mataram, saudan Sri Suhartini dan kawan-
kawannya dari Unit Riset Biomedik RSU Mataram, para analis di Laboratorium
Hepatika Mataram, yang telah membantu dalam pengumpulan sampel di RSU dan
Puskesmas Gangga dan Tanjung, serta pengerjaan sampel di Mataram sebelum dibawa
ke Surabaya. Begitu juga sdr. Djoko Dipojono dan ibu Siti Samsiah yang telsh
membantu pengumpulan sampel di Kecamatan Utan-Rhee, Kabupalen Sumbawa
Barat.

Para dokter dan perawal di Ruang Penyakit Dalam RSU Mataram yang (elah
membantu seleksi dan pengumpulan sampel dan foilow up penderita.

dr Gunawan Effendy dan dokter-dokter Puskesmas Gangga dan Tanjung, Lombek
Barat, atas baniuannya dalam seleksi penderta dan pengumpulan sampel di kedua
Puskesmas tersebut. Juga petugas laboratorium Puskesmas Gangga dan Tanjung, yang
telah membantu seleksi penderita dan menemani home visit ke rumzh penderita  di
pelosok Kecamatan Crappga dan Tanjung untuk follow up.

Saudan Herlina, Saudan Fitnah dan saudari Umi Hidavah, SKM., vang dengan
penuh tangeuny jawab membantu pekerjaan-pekenaan laboraterium di lab. Malana
TDC maupun di Laboratorium Parasitologi FK Unair, serta membantu komputas data.
Begitu juga para karyawan Laboratorium Parasitologl vang lain. Juga para teknisi dan
laboran lain di TDC

[r. Sunarnatalina Melaniani, MKes, yang lelah membantu komputasi data dan
penghitunean statistik, serta mengajarkan cara-cara menggunakan SPSS.

Prol, R. wvan Furth, Dr. Henry Beekhuizen, Dr. Peter H. Nibbering, Dr. Jan
Langermans dan Dr. Stephen Vreden dari  Afdeeling Infektie Zickte, Academisch
Ziekenhuis, Leiden atas bimbingan dan bantuannva dalam melakukan penelitian di
bagian tersebut. Begitu jupa kepada saudan Joke van der Gevel, Kilty Kwappenberg,
Thedel van Zwet, Anja dan Thimo yang telah mengajari dan membantu saya dalam
teknik-teknik isolasi, kultur dan stimulasi monosit, ELISA untuk berbagai sitolin dan
sebagainya.

Kepala Bagan Microbiologie serta Dr. Robert Sauwerwein selaku Kepala
Subbagian Parasitologie Academisch Ziekenhuis, Nijmegen, atas jjin dan bantuannva
dalam melakukan penelitian laboratorium di bagian (ersebut.

Saudara Dr. CC. Hermsen, Karna Teelen, Marga dan Marianne, yang telah
membantu  dalam penclitian dan  teknik kultur monosit dan  sebagainya, di
Laboratonum Parasitologie AZN.

Dr. Petra van Langevelde (dan Gerbert) yang telah membantu dan menemarm saya
dalam suka dan duka selama penelitian di Leiden dan Nymegen,

Prof. Kazuyuki Tarabe, DSc, DMSc., dan Osaka Institute of Technology dan
Shoji Uga, PhD., dan Universitas Kobe, yang telah melatih dasar-dasar pekenjaan
laboratonium dan ELISA serta pembuatan “crude antigen™.

Bapak Budi Leksana dari Laberatorium NAMRU Jjakarta, yang telah memben
petunjuk dalam teknik kultivasi Plasmodium falciparum yang sesual, selungga sistim
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ini digunakan sampai sekarang di laboratorium kami. Salah satu galur parasit vang
diberikannya, saya gunakan sebapai amigen.

Rekan-rekanr S1af Pengajar Laboeatoriom Parasitologt FK Unarr yang telah
bekerjasama dengan baik, dan terulama dr. Kusmartisnawati Nafir, MS., drh
Suhintarm Pusarawati, MS., dr. Indah Tantular, M3 yang telah membantu dalam
penelitian lapangan dan laboratonum serta penyediaan keperivan disertast.

Para Pengelola dan Pelaksana TDC, yang telab memberi bantuan moril dan
kenjasama vang baik selama im.

Rasa terima kasih dan penghargaan khusus saya tujekan kepada para penderita
malaria yang telah bersedia menjadi subyek penelitian, diantaranyva Bapak WS
sekcluarga yvang berlempat tinggal di belakang Polindes Sokong. Tanpa bantuan dan
kesedisan saudara-saudara, tidsk mungkin saya menyelesaikan disertasi tni. Semoga
pengorbanan saudara-sandara tidak sia-sia.

Ayah saya almarhum R, Sastrohoetomo dan lbu sava almarbumah R Nt Owrm
Mustikah, yang telah membesarkan dan mengasuh sayva dengan penuh kasih sayang
dan kesabaran dalam kesederhanaan dan tagwa, semoga Bapak lbu mendapat rahmal
di :151 Gusti Allah swt. Sava selalu ingat pesan lba, agar kami meskipun perempuan,
tetap meningkatkan pendidikan dan pengetahuan untuk bekal hidup di dunia dan
akherat.

Avah dan [bu mertua R, Soeprajitno vang memben contab untuk aufo-didect dan
rajin bekega, saya sampaikan terimakasih atas dukungannya selama saya menjalams
masa pendidikan yang panjang.

Saudara-saudara saya, mbak Umi Kibtiyah Soepanto almarhum, mbak Siti
Ruwivah Soenarso, mas Didiek Sastrohoeiomo, mas Dr.lr. All Sastroheetomo, mbak
Srihadi Kustingh Soeharsa, mbak Dra. Kun 5n Hartingh Soekoyoewnono gimarhom,
dik Ir. S Amirami Erwan Sudarma, beserta para ipar, yang selalu saling menglang,
dan telah membantu saya menvelesaikan studi sarjana dan seterusnya, saya sampaikan
terima kasth dan hormat sava.

Dokler Bayu Santoso, suami saya yang saya cintai dan saya hormati, vang telah
memberi kesempatan, dorgngan dan pengertian untuk memulai, kemudian mengalan
pendidikan dan meayelesaikan program doktor im. Tanpa ijin dan toleransinya,
semuanva tidak akan terlaksana. Dremikian juga anak-anak saya tersayang Titut Retno
Utami, Miken Asri Utami dan Tunjung Tt Utomo, terima kasih atas bantuan dan
pengertian kafian. Selain rasa terima kasih, ibu juga mista maal bahwa ibu telzh
memanfaatkan sebagan besar waktu menjelang upan-ujian akhur untuk menyelesaikan
disertas. Scmoga ada gunanya bag kalian jupa.
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RINGKASAN

Malaria merupakan penyakit tropis yang penting, yang tersebar luas di 90
negara. Setiap tahun 300 sampai 500 juta orang menderita sakit malaria, di antaranya
dapat menjadi berat, dan 1,5 sampai 2,7 juts diantaranya meninggal dunia. Akhir-akhir
ini, malaria kembali menjadi ancaman tidak saja bagi penduduk daerah endemik,
tetapi juga bagi penduduk daerah non endemik. Majunya transportasi  dan
meningkatnya mobilitas penduduk jusin: meningkatkan penyebaran kasus dan kasus
resisten obat.

Di Indonesiz sendiri, 93,5 juta penduduk merupakan populafion at risk.
Penyakit in kini tidak hanya menjadi masalah kesehatan utama di Luar Jawa dan Bah,
tetapi sudah meluas ke seluruh Indonesia. Sinasi yang tidak stabil dan tegadimya
perpindahan penduduk dari daerah endemik ke daersh non endemik dan sebaliknya,
meningkatkan kasus dan memperluas penyebaran.

Lombok, sebagai daerah yang dinyatakan daerah hipo-mescendemik, juga
menunjukkan peningkatan insidens, dan kasus KLB (kejadian luar biasa} semakin
sering 1erjadi, Sebagai daerah hipo-mescendemik, malaria dapat menunjukkan bentuk
tersendini  baik dalam sifat penyakit maupun respon imun. Kekhususan ini
mengundang pertanyaan untuk ditelin,

Plasmodium, parasit penyebab malariz, mempunyal daur hidup yang sangat
komplek dengan melewati perubahan-perubahan bentuk dan habitat. Hal ini
memberikan masalah tersendiri dalam mempelajari patofisicioginya. Adanya berbaga

spesies dan galur, besarnya diversitas gen dan banyaknya wvanasi antigen juga
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menycbabkan problema yang rumit, baik dalam diagnosis, pengobatan dan pembuatan
vaksin. Secara alami, imunitas harya dapat diperoleh dengan pemaparan berulang-
ulang dan kontinu. Penduduk dewasa yang tinggal di daerah endemik sejak kecil, tidak
lagi menunjukkan pejala penyakit meskipun masih mengandung parasit. Dengan
memperhatikan adanya tahap anfi-disease immunity ini, Playfair dan kawan-kawan
dari I.ondon mempunyai ide untuk pembuatan anti-disvase vaccine, sebagal alternatif
terhadap amti-parasite vacine yang setelah menjatani nset bertzhun-tahun tidak
kunjung ditemukan, Tetapi untuk menuju ke sana, masih banvak yvang perlu dipelajan.
Bagaimana tefjadinya “diseese” pada malara, penting untuk diketahui sebelum orang
membual ari-isease vacoine.

Dalam mempelajari patofisiologl malana, para peneliti menemukan scbuah
mediator yang dianggap mempunyai peran sentral dalam terjadinya gejala klinik.
Tumor Wecrosis Factor (TNF) merupakan sitokin yang mayonias diproduksi oleh
makrofag, dianpgap dapat memperantarai timbulnya demam, anemia, gangguan fungsi
hati, gangguan fungsi ginal, cdema paru (ARDS — adulr respiratory distress
Syndrome), penurunan tensi sampai syok, serta malana serebral.

Penelitian ini bertujuan meneliti peran TNF tersebut pada pendenta-penderila
malaria di daerah hipo-mesoendemik seperti Lombok, serta menélusuri timbulnya
suatu respon yang dapat menghambat produksi TNF tersebut dengan pengukuran
kapasitas daya hambat faktor tersebut dalam suatu sistim biologk jin vitro, Penelitian
peran TNF dalam timbulnya gejalz klinik malana dilakukan dengan menghubungkan
kadamya di daiam serum dengan derajat parasitenia dan tmgginiya parameter-
parameter gejala klinik dar malaria. Adanya respon imun yang menghambat produksi
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TNF diharapkan berkorelasi dengan perurunan parameter-parameter tersebut. Dalam
analisis, juga dilakukan perbandingan antara penderita-penderita infeksi F. falciparum
dan P, vivar, karena terdapal perbedaan fisiologi pada kedua spesies, yaitu adanya
sekuestrasi pada P. falciparum yang tidak terdapat pada . wiver,

Hasil analisis ternyata menumjukkan bahwa pada penderita-penderita malaria
di Lombok ditemukan kadar TNF vang cukup tinggi, vaitu antara 0 dan 3057 pg/mi
dengan rata-rata 256,72 pg/ml, yang diperkirakan sejalan dengan respon penderita
dengan tingkat itnunitas rendah di daerah hipoendernik. Kadar TNF ini ternyata lebih
tinggl secara bermakna pada penderita malania fefciparim dari pade penderita malaria
vivere, dan juga lebih tinggi pada penderita malaria berat dari pada penderita malaria
ringan. Tidak ditemukan korelasi antara tingginya kadar TWNF dengan dergjat
parasitemia. Pada penderita malaria fafeiparem, tidak ditemukan korelasi antara kadar
TNF dengan masing-masing komponen gejala klink, tetapi pada malania wvivar
ditemukan korelasi bermakna antara kadar TNF dengan pangguan fungsi hati dan
secara umum terlihat koefisien korelasi yang lebih besar dengan gejala klimk dan
pada malaria fatciparunr .

Pada penderita-penderita malaria tersebut ternyata juga dapat ditemukan
aktivitas yang dapat menghambal produksi TNF pada bizkan monosit in virre.
Pengamatan kurva tingginya daya hambat produksi TNF tersebut, yang mepurun dan
kemudian menghilang pada minggy ketujuh, menunjukkan kemiripan dengan kurva
blocking antibody 1gM yang ditemukan Playfair dan kawan-kawan (Bate, ef af,, 1989),
serta sesuai dengan situasi daerah hipo-mescendemik di mana kejadian re-infeksi atau
re-inokulasi kel
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Besarnya daya hambat produksi TNF tersebut tidek berkorelasi dengan penurunan
kadar TNF maupun penurunan parameter-parameter gejala klinik pada penderita-
penderita P. falciparum, tetapi pada penderita-pendenta £ vivae menunjukkan
korelasi sangat bermakna dengan penurunan kadar TNF dan menunjukkan korelasi
{meskipun tidak bermakna) dengan penurunan hampir scmua gejala klink.

Perbedaan di antara pendenita-penderita malana fefcipgrum dan malaca  vivex
tersebut mungkin dapat dihubungkan dengan adanya proses sekuestrasi sel darah
mergh terinfeksi dalam organ-organ yang terjadi pada . falviparam dan tidek tenadi
pada F. viver. Sekuestrasi yang terjadi pada P. fafcip@rem ini dapal berakibat
akumulasi dan produksi TNF dalam organ-organ yang terlibat sehingga kadar TNF
vang beredar dalam sirkulasi tidak mencerminkan kadamya di dalam organ yang
mengalami gangguan fungsi. Sekuestrasi juga dapat berakibat pooiing  faktor
penghambat produksi TNF dalam organ tersebut.

Selanjutnya, dalam penelitian ini juga diketahni bahwa terdapat korelasi
besarnya daya hambat terhadap stimulasi produksi 1NF n vitro oleh dua macam
antigen yang berasal dari dua daerah berbeda. Adanya reaksi silang ini diharapkan
dapat dimanfaatkan dalam pengembangan pembuatan anii-disease vaccine unluk
[ndonesia yang terdii dari pulau-pulau  dengan berbagai galur Plasmodium

falciparum.

viit
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ARSTRACT

Malaria is an important tropical disease that kills many people and causes
severe disease. The discase severity varics with ditferent levels of endemicity and
among ditferent immune status of the population.

Indonesia consists of many islands with different levels of malaria endemicity.
Lombok, a developing economic and tounst area located in West Musa Tenggara, was
identified as a hypo-mesoendemic area, has now nereasing tendency of malana
incidence. This study was conducted there to define the role of Tumor Necrosis
Factor (TNF), a tnediator which was presumed to play role in pathogenesis of malana,
and to correlate ils concentrations with parasitacmia and disease scverity. A further
effort was also perfurmed to assess the inhibitory capacity of malana patient’s seca
on TNF production capacity of monocyte cullure upon stimulation with malarna
antigen, and to correlate the inhibitory capacity with the decrease of patient’s serum
TNF levels and disease severity.

The study showed that malana patients had high levels of TNF (between O and
3057 pe ml 7, average of 236.72 pg ml 7), which was presumed to be associated with
the lower immune status of the people. TNF concenlrations were higher in falciparum
patients than vivax patients, and also higher in severe patients than in the mild ones.
No correlations was found between TNE levels and organ dysfunciions in falciparum
malaria, but higher {although not significant) correlation coefficient was confirmed in
vivax malaria. Patient’s sera also showed inhibitory activities on  malana-antigen

stimulated TNF production in monocytes, which mostly  disappeared duning

Ix
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convalescence. The inhibitory capacity did not correlate with the decrease of TNI
levels and disease severity in falciparum malaria, but it showed tigher correlation
coefficients in vivax malaria. it was presumed that the differences were relaled to
sequestration of schizont infected-red blood cells in falciparum malania, that resulted
in different levels of TNF and blocking antibody between the affected organs and

systenic circulalion.

Key words :
mataria — hypo (mesojendemic — TNF - degree of parasitaemia - disease

severity -inhibitory capacity - blocking antibody - P falaiparum - P vivax.
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1.1 Latar Belakang

Sebapal suatu penyakit tropis, malaria tersebar luas di 90 negara. Setiep tahun
300 sampm 500 juta orang menderita sakit malaria, seringkali malariz berat, dan 1,%
sampai 2,7 juta di antaranva meminggat (Trigg and Kondrachine, 1998). Usaha-usaha
pemberantasgn malaria, yanp dulu menunjukkan hasil yang menggembirakan, kini
tidak lag demikian. Adanya kemunduran ekanomi dan kenflik di banyak negara
berkembang, menyebabkan usaha pemberantasan dihentikan. Resistensi  parasit
terhadap obat-obat tmalana, dan resistensi nyamuk vektor malaria terhadap insekiisidz
sernakin tinggi dan meluas (Mithous and Kyle, 1998, Trigg and Kondrachine, 1998).
Tingginya mobilitas penduduk meningkatkan penyebaran mafaria dan kasus resisten
obal, sehingga malaria menjadi salah satw “re-emerging disease” (Frick, 1997).
Kemajuan transportas: menyebabkan malara tidak hanya mengancam penduduk
daerah endemik, tetapi juga penduduk daerah non endemik,

i Indonesia sendin, pada tahun 1995 disinyalir 93,5 juta penduduk
menanggung risiko ketularan malaria setiap saat karena tinggal di daerah endemik
{Rafel, 1997). Beberapa tahun terakhir, terdapat kecenderungan meningkatnya kasus
secara drastis dan penyebaran ke daerah yang lebih luas. Adanya perubahan sosial-
politik, krisis ekonomi dan terjadinya huru harz di berbagai daerah merubah peta
malana di Indoncsia. Malaria, vang dalam beberapa dekade hanya menjadi masalah

kesehatan di Luar Jawa dan Bali, kini juga tersebar di Jawa Baral, Jawa Tengah dan

1
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Jawa Timur., Pada bulan Maret 1999, 0 Kabupaten @i propinsi Jawa Tengsh
dinyatakan “terjangkit” malaria (Anonim b, 1999). Pads pertengahan tahun 1959, 349
orang terserang matariz i Kabupaten Pacitan dan Trenggalek (Anonim ¢, 1999) dan
kasus juga meningkat di & kabupaten lain di JTawa Timur, yaitu Tulungagung, Blitar,
Malang, Jember, Banyuwangi dan Sumenep (Kuntarijanto, 1999). Masalah resistens
obat yang sudah menjadi masalah sangat serius di Thaifand dan dataran Indochina
pada umutninya (Supajaisidhi, 1992; Loareesuwan, 1995}, kini juga tersebar luas di
Indonesia (Budinyanto, ef af, 1992; Spngkar, 1992, Emiliana, ¢f of, 1993; Amran
Ibrahim, 1997 Fryauff, er of, 1998a; 1998b} termasuk di Lombok (Fryauff, er af.,
1997).

Lombok, tempat dilaksanskannya penelitian  im, merupakan daerah
pengembangan ekonoml dan tujuan pariwisata vang relatif baru, telah dinyatakan
sebagai daerah malania hipe-mesoendemik sejak beberapa tahun yang lal dengan
parasite rate 8 - 26 % (Dinkes Propinsi Nusa Tenggara Barat, 1950). Di RSUS
Mataram, malaria merupzkan penyakit ketiga terbanyak yang dirawat di Ruangan
Penyakit Dalam (Budyono, f af, 1991). Selama 18 bulan dalarn  tahun 1991-1992,
210 penderita dirawat inap, 101 crang (48,10%) merupakan kasus malaria berat dan
dua orang meninggal karena malaria serebral (Soewignjo, ef af, 1992). Sejak awal
tahun 1999, malana dimyarakan mengganas lag di Lombok dan tercatat delapan
ledakan KLB (kejadian juar biasa) yang melibatkan 604 penderita dengan 7
diantaranya meninggal (Agus Sutanto, 1999; Anonim a, 1999).

Dari uraian di atas tersirat bahwa malara merupakan problema kesehatan yang

serfus dan memerlukan peneliian-penelitian, baik dalam skala dunia maupun uatuk
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Indonesia sendin. Sampa) saat ini, de bidang penyakit tropis yang menjadi masalah
bagi negara tropis, penelitian-penelitian justru dilakukan di dan oleh ahli-ahli daci
negara maju. WHQ, dengan programnya “Kolf dack malgria” menekankan pedunya
menyertakan sumber daya lokal di setiap negara dalam pengendafian malaria dunia
(Nabarrg, 1999). Penelitian di bidang malaria oleh para peneliti Indonesia sendini juga
akan sangat membantu pemberantasan malaria di Indonesia yang dicanangken dalam
Program “Gebrak Malaria”, baik secara langsung maupun guna pengembangan
penanggulangan jangka panjang

Parasit malaria mempunyai daur hidup yang kompleks ditandai munculnya
stadium-stadium dengan morfologi dan karakteristik vang berbeda-beda.. Parasit ini
juga mempunyai diversitas genetik yang besar serta dapat mengalami variasi antigen
yang relatif cepat (Conway, 1997, Sutherland, 1998). Oleh karena itu, perduduk
daerah endemik memperoleh kekebalan dengan sangat lambat. Imunitas hanyz dapat
diperoleh dengan pemaparan yang berulang-uleng dan kontinu, dan kekebalan yang
salid juga sukar diperoteh; biasanya yang diperaleh hanya non-sterilizing immunity, di
mend individu tidak lags menunjukkan gejala klinik namuon tetap mengandung parasit
meskipun dalam jumlah kecil (Druilhe, 1987, Mohan and Stevenson, 1998).
Kekebalan ini juga berumur pendek (Ho and Sexton, 1995). Sehubungan dengan sifat-
sifat parasit tersebut, para zhli menemui kesukaran mengidentifikasi dan
mengembangkan vaksin yang dapat melindungi manusia dari infeksi malaria, yang
efelctif untuk semua stadium dan bisa dipakai i berbagai daerah endemik (Sher, 1988;

Doolan and Hoffman, 1999)
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[ daerah endenuk tinggl dan transmisi stabil, parasitemnia tingg dan gejala klink
yang jelas dan berat, hanya ditemukan pada anak-anak dengan umur relacf muda.
Anak-anak yang lebib besar terhindar dan serangan/gejala klimuk meskipun terkadang
masih mengalami lonjakan parasitemia tinggl, Non sterifizing immunity diperoleh pada
umur dewasa muda {di atas 15 tahun); pendenta selain terhindar dan gejala penvyaiat,
jumiah parasit yang dikandung jugs sangat menurun Saat diperolehnya status
kekebalan masing-masing tahap di atas, sanpat tergantung kepada dergjat dan lamanva
transmisi atau pemaparan (Boudin, et af, 1994}

Dengan memperhatikan adanya tahapan-tahapan dalam timbulnya kekebalan pada
malaria tersebut, dan bahwa “asmfi-disease fmmmenity” (muomitas yang mencegah
timbulnya gejala) muncul beberapa tahun mendahuhua  timbulnve  “anti-parasite
ity Playfair, er af. {1991a, 1991b) mengemukakan pagasan pembuatan “amii-
disease vaccine” sebapai alternatif oleh karena usaba pembuatan “anti-parasite
vaceine” sampal sekarang belum menunjulckan hasil yang menggembirakan.

Namun sebelum itu, perlu diketahui proses vang menyebabkan timbulnya disease
pada malania. Perlu dipelajari medigtor-mediater vang terlibat dalam timbulnya gejala
malaria 1ersebut, dan mengapa malana memben gejala mudiiorgan, dan bagaimana

tenadinya imunitas yanp menghindarkan pendenita dari gejala malaria,

Identiflkasi Masalah,
Lebih dari dua dekade yang lalu Clark menandai adanya keminipan gejala klinik
malana dengan gejala endotoksemia yang disebabkan oleh bakteri Gram negatif, di

mana Tumor Necrosis Factor (TNF) menjadi mediator utama (Clark, 1978}

DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
PERAN TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) DAN FAKTOR ...



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Kemudian ditemukan bahwa TNF juga meningkat kadamya pada penderita malaria,
dan dalam beberaps penclitian ditemukan korelasi antara kadar TNF yang tinggn
dengan gejala maiaria berat (Clark, et al, 1981, Ciark, 1987a; 1987h; Grau, ef ai,
1988b; [989d; Burcher, er af, 1990, Kwiatkowski, er af,1990). Selanjutnya fakia
tersebut didukung oleh temuan pada hewan percobaan (Grau, ef af | 1987, Miller | er
af , 1989}, dan temuan {aboraterium  menun-jukkan hahwa kltur bareng (co-culture)
anlara monosit dan parasit malaria dapat merangsang monosit untuk memproduks
TNF (Bate , e af, 1988, Piwcot |, of o/, 1990} Dan temyata beberapa antigen malaria,
dapat merangsang produksi TNE pada monosit, dan kadar TNF  vang dihasilkan
dipengaruhu oleh dosis antigen yang digunakan (Taverne, et af, 1990a; 1990b; 1990c;
Picot, e¢f al, 1993; Bate and Kwialkowski, 1994a) Oleh karena itu para ahli
beranggapan, bahwa TNF merupakan mediator utama dalam terfadinya malaria. Tetap
terdapat perbedaan-perbedaan dalam Japoran mengenai hubungan tingginya kadar
TNF dalam serum dengan beratnyz gejala kiinik malaria (Kwiatkowski, ef af, 1989h;
Buicher, e af., 1990, Clark and Cowden, 19993

Menurut Greenwood, ef al. {1991), dibuuhkan cut off vafuwe tertentu dalam
jumlah parasit untuk timbulnya pejala klimk malaria. Sementara derajat parasitemia
5% sudah dinyatakan sebagai kasus malaria berat, ada penderita yang mengandung
parasit 30% tetapi dapat sembuh dengan sempuma (Warrell, ef af., 1990}, Oleh karena
itu perks ditentukan apakah tingginya derajat parasitemia yang ditemukan pada
pendenta-pendenita di daerah hipo-mesoendemik Lombok juga mempunyal peran

dalam menentukan beratnya gejala klinik malaria, dan bagaimana hubungannya
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dengan kadar TNF, hia mengingat adanye faktor “dove~leperulent' dalam stimulasi
produkst TNE

Seperii dinyatakan di atas, anbgen-antigen malaniz, misalnyg exo-antigen yang
dihasilkan dan supernatan biakan . falcipernm, bila disuntikkan kepada tikus, juga
akan menimbulkan gejala toksik seperti pada malaria (Clark, 1987a, 1987h; Bate, ef
el 1935 Playlair, e/ o!, 1991a). Dan ternyata exo-antigen ini dapat menggugah
respons itnun dengan terbentuknva bocking amtibody  yang pada percobaan in vitro
terbukli dapat menghambat produksi TNF pada kultur monosit yang dirangsang
dengan antigen malaria. Antibodi ini diidentifikasi scbagai IgM dan bersifat 7-
independent, jadi hanyza ditemukan dalam jangka waktu relatif singkat, cepat
menghilang (Bate, ef af., 1990; Taveme, ¢f ai., 1990b). Antibodi serupa juga terdeteksi
pada seorang penderita malada faleiparum akur dan scorang penderita malaria vivax
akut, dan para penderita ini merupakan penduduk Eropa yang baru saja pulang dari
daerah endermik di Affika (Bate, er af., 1994b). Dengan mengingat sifai-zsifat khusus
gejala malania serta respen imun yang berbeda pada penderita di daerah dengan
endemisitas rendah seperti di Lombok, perlu diteliti apakah antibodi semacam itu juga
terdapal di sana.

Berlainan dengan penduduk deerah dengan transmisi stabil, di mana kasus
malaria berat ditemukan paling sering pada anak-anak, maka pada penduduk vang
berasal dan daerah non endemik seperti para transmigran dari Jawa vang berada di
Irian Jaya (Papua), orang dewasa justru lebih sering menunjukian gejala maiaria berat
dari pada anak-anak (Baird, et af., 1998; Riley, 1999). Juga di Thailand, Vanuatu dan
Sri Lanka, di mana transmisi malaria tidak stabil, insiden malaniz serebral justru
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meningkat dengan bertambahnya usia (Fribourgh-Blanc, er af, 19835; Tharavani), ef
al., 1984; Riley, 1999),

Beriainan dengan Flores, Nuse Tenggara Timur, yang menuniukkan parasite
rafe rata-rata populasi jauh lebih tinggd, vaity i1- 3%,9% (Hanjami dan Martono,
1941)) dan jumlah kasus tertinggi ditemukan pada umur di bawgh 4 tahun (dapat
sampai 50,9%), di Lombok kasus malaria lebih banyak ditemukan pada orang dewasa.
Kecenderungan i dapat dilihat pada kasus melaria yang dirawat di Ruang Penyakit
Dalam berumlah 305 orang selama dua tahun, Nopember 1988 sampai dengan
Oktober 1989 (Budyono, ef af., 1991), sedangkan di UPF Kesehatan Anak sebanyak
33 orang pada lebih kurang kurun waktm yang sama {Djelantik, ¢f al, 1991). Angka
perbandingan yang hampir serupa juga ditemukan di Puskesmas Sekotong, Kecamatan
Lombok Barat, di mana angka kumjungan karena malaria pada anak-anak umur 1 - 4
tahun adalah 10,8 - 164% dan seluruh penduduk dengan umur yang Ssama
dibandingkan dengan 27,4% pada penduduk umur 5 - 14 tzhun dan 21,7% pada
penduduk umur 15 - 44 tahun (Candradikusuma, 1934).

Penelitian yang dilakukan pada tahun 1991 cleh Tim Matariza dari Tropical Disease
Research Center Universitas Airlangga di antara anak-anak umur 0-9 tahun di 3 desa
di Kabupaten Lombok Barat, menghasilkan parasite rate 12,7-21,42% (Dachlan, er
af., 1991), sedang pada penelitian lanjutan yang lebih terinci di tiga dusun di antaranya
{dusun merupakan bagian dari desa) pada tahun 1992 - 1993 menghasilkan indeks
hmpa di antare anak-gnak umur 2 - 9 tahun sebesar & — 26, 7%. Sedang pewrasite rate
menunjukkan adanya variasi musiman yang berbeda-beda tergantung dacrahnya,
dengan angka tertingg pada bulan Agustus yaitu 11,5 - 21% dan angka terendah 0 —
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9% pada bulan Apnl dan Juli benkutnya, dan ini didukung dengan deteksi larva
nyamuk yang bervanasi dengan densitas rata-rata tertinggn pada bulan Agustus dan
terendah pada bulan ApnlJuni tahun benkutnya, serta kurva seropositive rare
terhadap antigen CSP (circumsporozoite protein) yang sangat berfluktuasi. Bila dirinci
kasus anak-anak (0-15 tahun) pada bulan Agustus menunjukkan angka 8,2 — 20%
sedanyg orang dewasa (=13 tahun} 18,8 — 24% (Dachlan, ef af., 1994; Soedarto, er af
1994; Sri-Hidajati, ef af, 1994),

Selanjutrya penelitian sero-epidemiologi menggunakan crude amfigen pada tahun
1991 menghasilkan seropositive rate 28,9-50,3% (Sri-Hidyjati, e af, 1992), dan
penelitian longitudinal pada tahun 1992-1993 menunjukkan seropositive rafe 14.9-
64.9% untuk antigen CSP (Creumsporozoit profein) dan 18,6-51,8% untuk antipen
RESA (ring-infected erythrocyte surface aniigen) dengan pola kurva parasite rate dan
serologl yang landal, khas bagi sebuah dacrah dengan endemisitas rendah {8n-
Hidajati, er af., 1997}

Data-data parasite raie, seroposifive rate, indeks limpa dan indikator kepadatan
nyamuk di atas, semuanya menunjukkan bahwa Lombok merupakan daerah hipo
sampai dengan mesoendemik, dengan tingkat transmisi yang tidak stabil.

Selain berbeda dalam tingkat endemisitas malaria, Lombok yang merupakan
daerah Indonesia, dapat menunjukkan respon imun yang berbeda dari negara lain. Hal
ini telah diamati cleh Jensen, ¢f af(1984), bahwa respon imun pada penderita malariz
di Fleres lebih bersifat humoral bila dibanding dengan penderita malaria di Sudan
yang lebih bersifat seluler. Hal yang juga berbeda di Lombok dari laporan peneliti

dari daerah lain, yaiu ditemukannya korelasi positif antara parasite rate dengan
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tingginya titer antibodi terhadap RESA (Sr-Hidajati, er al, 1997), vang menyatakan
bahwa respen pembentukan antibodi di daerah dengan inoconlation rate yang rendah
tridak cukup memberikan proteksi. Hal ini berbeda dengan hasii survey di daerah
hiper- atau holo-endemik (paresite rove =50% untuk daerah hiperendemik dan >75%
untuk daerah holoendemik) seperti di desa-desa Kenya (Deloron, et ai, 1989) dan
Liberia (Petersen, et al, 1990), frekuensi sediaan positif di kedua negara Afrika inu
menunjukkan korelasi negatif denpan reaktivitas serologi terhadap antigen-antigen
RESA dan CSP.

D RSU Matsram, tampaknya jumlah kasus P. fafciparum tidak dominan. Di
UPF Kesehatan Anak, dan 33 anak penderita malaria, penderita P, falciparim hanya
43% (Djelantik, er al, 1991), sedang di ruang Penyakit Dalam 43 33% adalan P.
Jaiciparum, 48% adalah P. vivax (Soewignjo, ef af, 1992), Dengan mengingat bahwa
gejala malaria berat pada umumnya lebih banyak ditemukan pada malaria falciparum
(Cheesbrough, 1987; Warrell, er af 1990), maka bagaimana pada kasus-kasus malaria
vivee di RSU Mataram, dan periu diteliti peran TNF pada timbulnya gejala klinik pada
penderita malaria vivere,

Terdapat laporan-iaporan bahwa galur dan keganasan (virulerce) parasit sangat
menentukan dalam timbulnya gefala maiaria dan daya stimulasi produksi TNF in vitro
(Greenwood, ef af, 1951; Allan, ef al., 1993; Picot, ef al., 1993; Allan, er ai, 1955).
Tetapi Bate dan Taverne (Bate, er of 1992b; 1994¢; Taverne, ef af 1950b) menvatakan
bahwa ada reaksi silang dalam efek dlocking amtibody di antara species dan galur-

galur parasit malana. Oleh karena adanya kontroversi tersebut, perlu diteliti ada atau
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tidak adanya reaksi silang antara & jfafciparim dan F. vivax, serta antara gaiur-galur

P. falviparum yang berasal darni berbagal daerah endemik malaria di Indonesia.

1.2 Rumusan Masalah,
Dari permasalahan-permasalzhan vang dikemukakan di atas, dapat dirumuskan

pertanyaan-perianyaan sebagal benkut

1. Apakah tingginya dergjat parasiteruz pada pendenta malana falciparam dan
malaria wivar di daersh hipo-mesoendemik Lombok, berpengaruh terhadap
beratnya gejala klinik malaria®?

2. Bagaimana prefil kadar YNEF  pads penderita malana fefciparies dan malaria
vivax di dacrah hipe-mesvenderuk Lombok?

3. Apakah terdapat perbedaan kadar TNT antara pendenta malans fafoiparum dan
maiaria vrgx?

4. Apakah kadar TNF di dalam serum penderita malaria fafciparum dan malada vwear
mempunyal korelasi dengan derapat parasitemia?

3. Apakah kadar TNTF di dalam serum penderta malzna fafcinarum dan malaria
vivax mempunyai korelasi dengan gejata klinik malaria®

§. Apakah di dalam serum penderita malana falciparum dan malaria vivey di daerah
hipe-meseendemik Lombok ditemukan akiivitas faktor vang bisa menghambat
produksi TNF?

7. Apakah terdapat perbedaan daya hambat produksi TNF antara scrum

pendenta malaria fedciparum dan malania vivay 7
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8 Apakah dzya hambat produksi TNF dalam serum pendenita malana falciparim dan
malana viwix juga berperan dalam menurunkan kadar TISF 7

9. Apakah daya hambat terhadap produksi TNEF dalam serum genderita malaria
Jalciperum dan malana wivar ini juga berperan dalam menurunkan gejala klinik
malaria”

10. Apakah terdapat perbedaan daya hambat produksi TNF dalam serum penderita
malana terhadap sumulasi produksi TNF oleh antigen yang dibuat dari pajue [*
Jalciparum yang berasal dari Lombak dan palur P faiciperunr yang berasal dar

[rian Jaya?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum :
1. Menentukan peran TNE dalam timbulaya gejala kimik malara pada penderita
malania fafcipearum dan malana vivgx di daerah hipo-mescendemik Lombok.
2. Menentukan besamya daya hambat serum  penderita malana fafciparizm dan
malaria wivax di daerah hipo-mesoendemik terhadap produksi TNF dan
menentukan korelasi dava hambat tersebut dengan penurunan gejala kiinik

malara.

1.3.2 Tujoan Khuosus :

Dalam mencapa tujuan umum tersebut di atas, penelitian dibagi menjadi dua bagian,
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Tujuzn Khusos Penelitian Bagian Pertama :

. Menentukan korelasi antara derajat parasitemia dengan beratnya gegala klinik
pada penderita malana falciparurs dan penderita malaria vivax di daerah hipo-
mesoendemik Lombok,

2. Mengukur kadar TNF dalam serum penderita malaria fafciparum dan malana
vivax secara longitudinal dan mengevaluasi fluktuasinya.

3. Membandingkan kadar TNF dalam serurn pendenta malana falciparim dan
mataria viveey.

4. Menentukan korefasi antara kadar TNF dengan derajal parasitermia pada
penderita malaria fealciparigm dan malaria wivax.

3. Menentukan korelasi antara kadar TNF dengan gejala klinik malarta pada

P
penderita malana falciparnm dan malaria vivee, ""”"T; -
e s "NL\! »
q A
Tujuan Khusus Penelitizn Bagian Kedua, - ®A

1. Menentukan besamya daya hambat serum penderita malana falcipgrem dan
malans viwae di daerah hipo-mesoendemik Lombok terhadap praduksi TNF,
dan mengevaluasi fluktuasi daya hambat tersebut secara longitudinal sampai
masa konvalesen,

2. Membandmgkan besarnya daya hambat produksi TWF terhadap stimulasi
produksi TNF cleh antigen dari galur P. fa/ciparum vang berasal dari Lombok

dan dan Irian Jaya.
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3. Membandingkan besamvya daya hambat produks: TNF dalam serum pendenta
malaria falcipariem dan malanig vivay,

4. Menentukan korelasi besamya daya hambat produksi TNF yang diukur secara
in vitro dengan penurynan kadar TNF dalarm serum penderita malaria
Jaleipartom dan malaris vivay,

5 Meneotukan korelasi besarnya daya hambat produksi TNF pada serum
penderita malaria faleiparum dan malaria vivae dengan penurunan gejala Kliruk

malaria.

1.4 Manfaat Penclitian

Manfaat akademis dan teoretis:
Penchuian im mempelajan  respon imun yang bersifat patologis bam pendenita dan
peran sitokm sebagal mediator di dalamnya, serta adanya respon vang dapat
menghambat produksi mediator tersebut, Respon imun pada malaria telzah banyak
sekali dipelajari dan dipublikasi, namun hasilnya banyak vang berteniangan dan
sebagan lagi menimbulkan pertanyaan bary, QOleh karena itu hasil penelitian yang
sekecil apapun akan dapat berpartisipasi dalam ikut mengurai hal yang ruwet

tersebut, atau menambah pertanyaan baru bagi penelitian lckih lanjut.

Manfaat praktis :
I. Di Indonesia, di mana malaria merupakan penyakit infeksi rakyat yang penting,

data-data dan penelitian mengenai malaria masih sedikit. Cleh karena itu, hasil
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penclitian inl dapat menambah khasanah dan data mengenai malana di Indonesia
yasg mempunya timgkat endemsitas vang beragam. Apalag dengan kebgakan
WHO yang dinyatakan dalam programnya roff back malaria, maka keterlibatan
peneliti dan penelitian di negara endemik sendin sangat dianjurkan.

Dengan mengetahul mekanisme patopenesis serta mengetahui mediator yang tepat
bagi timbulnya gejala khek, dapat dicari obat atau cara untuk  mencegah
timbulnya wejala fatal tanpa harus menunggu etek parasitisidal dart obat anti-
malaria yang mungkin sudah resisten.

Dengan mengetahw antigen penyebab langsung timbulnya gejala maiaria, dapat
dibuat vaksin untuk  mencegah tmbulnya gejala {anri-isease vaceine}  schagai
vaksin ulternatit terhadap vaksin anti-parasit.

Dengan mengidentifikass antibodt yang dapat langsung memblokir timbulnya
gejala tmalana, dapat diproduksi antiserum atau fraksi antibodi spesifik yang dapat

digunakan untuk mengurangi gejala bila individu sudab terinfeksi.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Parasit Penyebab Malaria dan Daur Hidupnya.

Parasit penyebab malaria adalsh FProfozon dari klas Sporozea, subklas
Cocerdier, keluarga Plemeexdiidae dan genos Plasmodinm. Ada empat species vang
dapat menginfeksi manusia, vaitu Plasmodinm falciparum (F. folciparum), P vivax,
P malarice, dan P. ovale (Faost, Russell and Jung, 1970). Genus Plasmodium ini
mempunyal daur ndup vang sangat kompleks. Pengetahuan mengenai daur hidup ini
sangat diperlukan untuk bisa memahami patolog, patogenesis dan gejala klinik
penyakit malana serta bagaimana cara mengatasi dan mencegah penuvlaran penvakrt
ini.

Daur hidup parasit malaria dapat dibag) menfadi dua. yvae daor hidup aseksuoal
vang berlangsung di delam tubuh mamisia, dan daur seksual yang berlangsung di
dalam tubuh nvamuk vektor. Berbagal spectes nyamuk dan genus Anepheles dapat
bertindak sebagai vektor.

Siklus di dalam tubuh manusta dimula dengan masuknya sporozoit ke dalam
tubuh manusia dengan jalan ggmtan myamuk, wvang dalam sekal grgntan dapat .
membawa rata-rata 12-20 sporozoit. Sporozoit kemudian mengikuti aliran darah atau
limfe, dan dalam waki lebnh kurang 30 sampai 60 menit sudah sampai ke dalam
hepar. Di organ ini spordzoit akan memasuki sel parenkim, berubah menjadi trofozoit
dan menjalani tumbiih kembang menjadi sizon yvang bennti banyak. Sizon dengan

ukuran sekitar 100 mikron ini kemudian membelah dii den menghasilkan 10.000

5
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hingga 30.000 merozoit {Druilhe, Renia and Fidock., 1998). Tahap perkembangan di
dalam sel hati ini disebut sebagai siklus exo- atau pre- eritrositik, dan berlangsung
rata-rata 7 sampai % har pada /. vivax, 5 sampa ¢ han untok # falciparum, 13
sampai 16 hari untuk P. madariae, dan 9 hari untuk P, ovale (Faust, Russell and Jung,
1270). Pada akhir dari tahap ini, merozoit tercurah ke dalam sirkulasi darah untuk
memula siklus entrositk..
Pada [’ vivex dam P, ovaole, terkadang bentub-bentuk di dalam hepar ini menjadi
bentuk hipnozon, yaitu bentuk “udur”, yang berkembang sangat lambat dan dapat
tinggal di dalam hati dalam wakiu yang lama untuk sewaktu-waktu “bangun” dan
memulan sizopom bary, sechimges jumlah parastt dalam darah meningkat lagi (Druilhe,
Rema and Fidock., 1998; WHQ, 1987) Penstrwa mi mengakibatkan keadaan yang
disebut refgpse atau kumat, yang  harus dibedakan dengan apa vang disebut
recrudescence atau Kambuh

Siklus aseksual eritrositik dimula dengan tercurahnya meroxont dan han ke
sitkulasi darah. Merozost-merozoit akan mencart set darah merah untek dimasuki.
Setelah invasi ini, parasit hidup di dalam sitoplasma eritrosit sebagal trofozeit muda
vang berbentuk cincin, kemudian lumbuh menjadi trofezont dewasa dengan masa
sitoplasma yang meningkat dan intinya kemudian membeiah mesjadi semakin banyak
schingpa memad: sizon dewasa. Jutnlah mu pada sizon dewasa berbeda-beda sesua
dengan species, yairu 8-12 pada F. malariae, sampai 24 pada /. vivax, sedang pada P
Jaloiparumt dapat sampal 32, Sizon dewasa akan pecah bersama sel hospesnya,
keluarlah merozoit-merozoil. Merozot di dalam sirkulasi darabh akan mencan sel
darah merah yang baru untuk memulal siklus yang baru. Satu siklus di dalam sel darah
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merah ini berlangsung 48 jam pada # vivax, 3648 jam pada /" fulciparum, sekitar 72
jam pada P. mafuriae dan 48-50 jam pada P. ovale (Faust, Russell and Jung, 1970).
Setiap species Plasmodium mempunyai preferensi hospes entrosit yang berbeda: F.
vivay dan P. ovale menyukai entrosit muda (retikulosit), £ malariae eritrosit dewasa,
dan P, falfciporum dapat mengofeksi entrosit muda maupun dewasa {Faust, Russell
and Jung, 1970; White and Plorde, 1991). Preferensi terhadap entrosit im ikut
menentukan kecepatan meningkatnya parasitemia, karena bagi merozoit P, wiwrx
misalnya, akan sukar memperaleh  retikulosit sebaga scl hospes baru dibandingkan
dengan f. fafciparum vang menyukai eritrosit muda maupun dewasa (White, 19984

Pada /. jfoleiperum, hanya bentuk cincim yang beredar dalam dargh tep.
Stadivm-stadium yang leheh tua akan tnengalam “sekuesirasi”, dan tinggal atau
berada de dalam pembuluh-pembuluh darah kecil di dalam organ-crgan terteru. Cleh
karena itu, bentuk-bentuk lanjut im tidak ditemui dalam sediaan tetes tebal maupun
hapusan dargh dari pendenita malana fodciparam, kecual pada pendenta ggomal

Plesmodium mengkonsumsi protein terutama hemoglobin dan sel hospes dan
menghasilkan pigmen hemozoin sebagar metabolitnya. Pigmen i di deposisi dan
menumpuk di dalam siwoplasma pada sizon dewasa dan gametosit dewasa (Rosenthal
and Meshnick, [998).

Setelah metyalani beberapa siklus  aseksual di antara entrosit, sebagian
merozoit yang masuk ke sel eritresit yang ban, diprogram untuk tidak berkembang
menjadi sizen, mefarmkan menjadi bentuk seksual - gametosit jantan dan betina
Bentuk-bentuk seksual ni tetap berada dalam sirkulasi darah dalam beberapa har
sampai dua minggu  Bila kebetulan ada nyamuk Aropheles betina menggigit,
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gametosit ikut terisap, dan di dalam tubuh nyamuk, mereka akan berkembang,
mengalami fertilisasi dan reproduksi, menghasilkan beribu-ribu (100 - 100.000)
sporozoit, yang bermigrasi kearah kelenjar ludah, dan kemudian menunggu di sana,
sampai nyermik menggigit manusia lagi. Lamanya sporogoni di dalam tubuh nyamuk
ini 8 — 20 bari, tergantung kepada species Plasmodium dan suhu udara. Sporozoit di

dalam kelenjar ludsh nyamuk dapat tetap hidup sampai 30 — 40 hari, (Beier, 1993).

Sikius hidup Plasmoedium ini dapat dilihat pada gambar 2.1, 2.2 dan 2.3,
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Gambar 2.1 Garis besar siklus hidup Plasmodium. Sumber : Cheesbrough, 1987 fig
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2.2 Gejala Klinik Malaria

Malaria ditandai dengan serangan demam yang periodik dan intermiten.
Serangar demam pada malaria berlangsung tiga tahap, dimulai dengan rasa dingin dan
menggigil yang disebut rigor, kemudian suhu meningkat hinpga mencapai puncak,
diakhiri keluarmya keringat dan menurunnya suhu, dan penderita merasa sehat kembali
sampai serangan panas berikutnya {Cheesbrough, 1987). Trama demam tersebut
benalan seiring dengan siklus sizogoni di dalam sel darah merah. Timbulnya panas
bersamaan waktunya dengan pecahoya sizon dan eritrosit yang dihuninya (Pasvol, ef
al.. 1995, Playfair, ef al, 1990), Tergantung kepada parasil penyebabnya, episode
panas dapat berjenis tertiana seperti malaria wwveor atau kuartana seperti malaria
malarige. Malaria faiciparum pada umumnye tertiana, namun seringkali bervariasi
sedemikian schingga tidak khas.

Diantara keempat species penyebab malaria pada manusia, P. falciparwm
memberikan gejala paling berat dan dapat menyebabkan timbulnya komplikasi-
komplikasi.

Masa tunas malaria berlangsung 7-14 han, dan gejala dapat timbul beberapa hari
sebelum atau sesudah parasit mulai tampak pada sediaan darah tepi {(patency), yaitu
sekitar 11-12,5 han (Harpaz, er of, 1992; Manson & Bahr, 1985). Uejala dimulai
dengan rasa tidak enak badan, malaise, nyeri kepata, nyeri oto, nveri sendi, anoreksia,
mual, kepala terasa berat, sakit perut dan batuk, yang mendahului timbulnya demam.
Panas dapat berupa sumer saja, tapi dapat pula tinggi dan menjadi hiperpireksia
melampaui 40° Celcius. Nadi dapst mula-mula pelan (bradikardia), tapi kemudian
menjadi cepat bila tefadi #igor. Anemia merupakan gejala penting dar? malaria, dan
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merupakan jenis hemolitik, normositik dan normochromik. Pada malaria berat, anemia
bisa terjadi dini (White and Plorde, 1991). Dapat tefjadi hemolisis intravaskuler dan
hemoglobinuria.

Hati dapat membesar dengan konsistensi lunak pada infeksi akut. Biasanya
juga ditemukan gangguan faal hati. Pembesaran hati kronis juga sering terjadi dan
merupakan akibat dan penimbunan pigmen dan fibrosis dar sistim portal, Dapat
tejadi ikterus {(Manson and Bahr, 1989} Limpa juga membesar dan splenomegali
merupakan petunjuk  adanya semi-imunitas. Pembesaran limpz kronis terurama
ditemukan pada infeksi Plasmodium vivae {Cheesbrough, 1987).

Linne dapat mengandung albumin, urobilin dan silinder hiafin.

Sering terjadi hipoglikemia yg menyebabkan penderita lemah, berkeringat dingin,
dan mengalami perubahan kesadaran. Biasanya disertai acidosis Jaktat. Kefadian
hpoglikemia meningkat pada penggunaan Quinine {Cheesbrough, 1987),

Parasiternia dapat meningkat sekali. Meskipun ada penderita yang dapat
menanggung parasitemia letnh tinggi (30-40% pada £ felviparum), pada umumnya
parasitemia di atas 5% dianggap fatal (Warrell, e/ al, 1990). Evaluasi parasit sangat
diperlukan untuk fedfow up pengobatan.

{ametosit biasanya tidak ditemukan pada serangan primer, tapi dapat dideteksi pada
pendenta semi-imun dan imun, sering tidak disertai gejala dan tidak ditermukan
stadium lain dari parasit.

Pada malana, sering ditemukan kekambuhan atau kumat, rekrudesensi atau
relaps. Untuk kepentingan pengobatan, perlu dibedakan penyebabnya. Rekrudesensi
atau short terin relapse, adalah kembalinye {recrrrence) gejale malaria pada infeksi
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primer, yang disebabkan oleh meMngkatwaﬁba]i bentuk-bentuk ascksual darah
yang tadinya sudah menurun sampai tingkat subklinik, im dapat berlangsung beberapa
minggu atau bulan sesudah serangan pertama. Rekrudesensi dapet ierjadi karena
pengobatan yang tidak memadai, karena resistens terhadap obat vang digunakan, atau
bila tenadi penurunan imunitas (Cheesbrough, 1987). Relaps atau kumat yang
sesungguhnya, terjadi pada malana vivax atau malaria ovale, karena adanya benruk
fupnozoit di dalam sel hati, vang merjad: sumber dan meningkatkan kembali jurmlah
parasit dalam sirkulasi darah (lihat bab 2.1). Relaps dapal timbul 8-10 minggu sesudah
scrangan sebelumnya, disebut short ferwm relapse atau 30-40 mingou kemudian
disebut fong tferm relopse, Dalam pengalaman, tidak mudah membedakan kedua
macam kekambuban tersebut (Milhous and Kyle, 1998)

Fada infeksi #. faiciparum, malaria dapat menjadi berat dengan (mbulnya
komplikasi-komplikasi, Malaria serebral merupakan komplikasi paling berat dan
merupakan penyebab kematian utama pada anak-anak di Afrika. Gejala utama adalah
turunnya kesidaran sampai anrowsable comma, Prognosis jelek bila malaria serebral
disertar tanda-tanda descrebras, tiadanya refleks komnea, konvulsi, umur kurang dan
tiga tabun, hipoglikemua, lekositosis, hiperparasitemia. kadar alanin dan  5-
nukleotidase yang meningkat, kadar laktat yang meningkat dalam plasma dan cairan
sungsum {Molineux, ¢f af., 1989). Meslapun monalitas dapat sampai 10-50% (Warrell,
el al, 1990), tetapi mereka yany sembuh, hanya sedikit yang mengalami cacat.
Kecacatan nerologis dapat berupa hemiparesis, hipotonia umum spastisitas, ataksia,
tuli dan bula, vang bisa bersifat transien dan berkurang dalam beberapa minggu
(Melancon-Kaplan, «f al, 1993; Molineux, et af, 1989. Polder, ef af, 1959},
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Minimnya kecacatan yang tersisa menimbulkan banyak perdebatan dalam
menerangkan patogenesis malaria serebral ini {Warrell, et af,, 1990).

Black water fever (BWF), biasanya berkaitan dengan hemolisis intravaskuler
berat dan tidak ada hubungannya dengan tingginya parasitemia, bahkan kadang-
kadang tidak ditemukan parasit. Hemolisis dapat terjadi pada eritresit yang terinfeksi
maupun: yang tidak, dan menyebabkan hemoglobinemia, hemoglobinuria dan anemia,
ditkuti dengan demam tinggi, ikterus dan kegagalan ginjal. Urine secara makroskopis
berwarna hitam atau coklat tua. Primaquine dan Chloroquine dapat menyebabkan
hemolisis  pada penderita  defisiensi enzim  G-6-PD  {glucose-6-phosphate-
dehydrogenase) (Cheesbrough, 1987).

Tabel di bawah telah di susun oleh tim ahli WHO sebagai patokan guna

penanganan penderita (Warrell, ef of | 19907

Tabel 2.1 Komplikasi dan manifestasi malaria falciparum berat,

Kriteria pasti malaria berat.

Malana serebral {koma).

Anaemia normositik berat.

Gapal ginjal

Edema paru.

Hipoglikemia.

Syok,

Perdarahan spontan dan DIC (disseminated
infravasculay coagulation)

% Konvulsi beralang.

2 Hemoglobinuna {tanpa sebab lain)
10 Asidemia‘asidosis laktat

e L L T SRR s
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Peryelasan ietuh lanjut knteria pejala klinmk malana dari WHO tersebut adalah:
1. Malana serebral : koma tanpa sebab lain.
2. Anemia berat | normositik dengan hematoknt <15% alau Hb<5 gram %.
3. Gagal ginjal | produlkes yring <400 ml per hari untuk dewasa dan 12 m] per
hari untuk anak .
4. Edetma paru atau ARDS {audult respiratory distresy syndrome).,
3. Hipoglikerma: glukosa darah <2,2 mmol atau 40 mg persen.
6. Gagal sirkulasi/syok - tekanan sistoltk<70 mm Hg pada oranyg dewasa dan
<50 mm Hg pada anak..
7. Purdarahan spontan dan tanda-tanda DIC fifisseminated iravasewlar
COUEi o).
% Konwvulsi berulang > dua kalt per 24 jam.
2 Asidosis: bikarbonat darah <15 mmolMtiter atau pH <7.25.
10. Hemoglobinuria makroskopis,
Suatu kasus dianggap malariz berat bila ditemukan salah satu dan knteria di atas
bersama dengan sediaan hapus yang positif,
Di daerah lajn, gejala-gejala berikut di masukkan sebagai kriteria malaria berat -
1. (angguan kesadarzn lebih ringan dari pada koma
2. Penderita sangat lemah hingga tidak mampu duduk dan berjalan tanpa
kelaman nerologis jelas.
3. Hiperparasitemia - »5%.
4. Ikterus : visual atau laboratons =50 umol atau 3 mee.
5. Hiperpircksia - =40"C.
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2.3 Patolagi dan Patefisiologi Malaria.

Gejala malarng berhubungan erar dengen stadium aseksual di dalam darah dan
efek stimulasinya terhadap makrofag (Pasvol, er al. 1995 Warrell, | ef af, 1990
White, 1998) BRila diamaii, parasit malaria memang hanva menginieksi sel darah
merall saja, tetapt ternyata menimbulkan kelainan patologi dan gejala-gejala yans
mefiputi berbagai argan

Hlal yang dikemukakan di atas memmbulkan pertanyvaan, bagaimana terjadinya
kelainan dan gojala tersebut, dan faktor aps vang berperan di sana.

Pada mulanya, ada gnggapan bahwa proses patologi atau kelaiman orean pada
malaria hanyalgh merupskan akibat obstruksi permbuluh darah vane disehabkan
penitabunan sel darah merah terinteksi pada pembulub darah di dalam orean vang
teriibat, vang disebut proses schkuestrast pada infekse £ fodoiparnm Proses ini
diperkirakan terjadi karena sel darah merah tennfeks) membenukak dan tidak elastis
atau kehilangan deliormitasnya dan tidak mudah menerobos pembulubh darab kecil
schingga akhurnya terperangkap di situ, bertimbun dan menyumbat pembutuh tersebut
Telapi keterangan ini ternyata tidak selunshinya benar. Karena sekucstrasi sel darah
merah terinfekst  temyata dimula bekan pada pembuolub dargh dengan diamater
teckemii (misalnya pada bagian pertama / proksimal  kapiler), tetapi dalam
pustcapiliary venules (Howard, 1988, Howard, et af, 1990, Warrell, ef o, 1990).

Jadh harus ada faktor lain disamping hanya Gakior mekamns.
Demikian juga mengenai pejala anemia. Derajat anemia yang terjadi sering tidak

sesuai dengan tingginya parasitemia. Sehingga alasan bahwa anemia disebabkan cleh
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pecahnya eritrosit yang terinfeksi dan konsumsi haemoglobin sebagai makanan parasit

saja, tidak benar-benar memuaskan,

2.3.1 Sitokin dan penyakil,

Sitokin, sebagai mediator, mengantarkan pesan dan mstruksi dari satu sel ke sel
yang lain dan mengatur kerjasama antar sel-sel vang terlibat dalam suatu jejaring
sehingga menghasilkan suatu “karya” atau efek yang terkoordinasi dengan baik. Lalu
lintas mediator dan respon sel efektor yang dikendaltkannya, menjamin terlaksananya
suaiu respons imun yang efektif untuk memerangi agen-agen infeksi yang merusak,
serta menghasikan suatu proteksi bagi hospes. Namun produksi vang berlebihan dar
sitokin-sitokin i dapat menyebabkan reaksi vang berlebihan juga schingga tidak
hanya menghancurkan agen infeksi, telapi juga sel-sef dan jaringan disekitarnya dan
menyebabkan penyakit yang mempikan hospesnya (Abbas , e ol 1994: Roitt, ef of.,
1996). Hal im disinyalir juga terjudi pada malaria dan dapat menimbulkan gejala
malaria berat {Clark, 19874; Clark, 1987b). Otek karena itu, dipertanyakan, apaiah
sitolan-sitokin  ini menguntungkan alauksh merugikan pada malariz {Eling and

Kremsner, 1994; Grau and Behe, 1995).

2.3.2 Riwayat penelusuran peran TNF pada malaria.

Sejak Taliafero tahun 1938 menemukan adanya “crisis form™, yaitu bentuk
nekrots dari 7. jfalciparum i dalam sel darah merah pada sediaan hapusan dargh
yang berasal dan penderita malaria dalam stadium krtis, para peneliti mulai
menengaral dan mencan apa sebenamya faktor yang berperan pada malania (Clark, et
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al, 1981, Jensen, ef ol,1983). Mereka memperkirakan ada faktor yang selain dapat

membuniuh parasit mglanda, juga menyebabkan proses patologis pada hospes. Bahan

tersebut dinamakan sebagai “crisis serum factor” vang kemudian dikenal sebagar

TNF.

(Gagasan untuk meneliti peran TNF delam patogenesis malaria tersebut,
berdasarkan pengamatan-pengamatan berikut -

1. Gejala malana menyerupal gejala yang terlihat akibat endotoxaemia di mana TNF
menjadi mediator utama dalam timbulnya gejala {Clark, er af, 1981; Grau , ef
al, 1989, Abbas, ef ok, 1991).

2. Sumtikan rTNF pada tikus vang mendenta malada dini dapat menyebabkan
malananya menjadi berat seperti pada stadium terminal {Clark, 1987a; Clark, e/
al., 1989),

3. Penggunaan TNF pada pendenitz kanker dapat menimbulkan efek samping serupa
dengan gejala seperti malanig (Clark, ef af, 1989).

4. Ditemukan korelasi, antara malaria serebral dan bentuk malaria berat yang lain
dengan kadar TNF yang tinggt di dalam serum penderita (Grau, ef af.,1989b;
Kwiatkowski, ef gf, 1990},

5. Suntikan antibodi terhadap TNF-x dapat mencegah timbulnya gejala malaria tanpa
mengurangi parasiteria (Clark, 1987a).

6. Makrofag dalam kultur, bila dirangsang dengan parasit malaria, memproduksi
TNF (Bate, et al 1988; Picot, et al, 1990).

7. Secara genetik, ditemukan bahwa tikus dengan variasi (warian) homozigot dan

gen promotor TNF, yaitu TWF2Z, di mana terjad: produksi berlebihan dari TNF,
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menjadi sangat rentan terhadap malana serebral. Dan tikus yang tuna-TNF2, sama
sekali tidak menunjukkan gejalz malaria serebral bila diinfeksi dengan cara sama

{McGuire, er af., 1954).

2.3.3 Efek TNF secara umum.

TNF adalah molekul yang mempunyai peran kunci dalam jaring-jaring  {network)
sitokin pada banyak penyakit infeksi dan keradangan. Sejak 1853, para dokter di
Eropa sudah mulai memperhatikan bahwa pada penderita kanker, tumornya akan
menge<il kalau dia mendenta infeksi berat. Kemudian tcryata molekul yang berperan
th sana adalah TNF, vang di produksi ¢leh penderita pada waktu mengalami infeksi,
dun mempunyai daya nekrosis pada tumor (Eigler, ef @, 1997, Beutler and Cerami,
1988).

Dari famili TNF, yang terpenting adalah TNF-alpha, yang diproduksi terutama oieh
monosit aktif dan makrofag sebagai pra-protein yang kemudian dipecak oleh enzim
metaloprotease yaitu INF-o converting enzyme (TACE) menjadi molekul monomer
dengan berat molekul 17,5 kDA, dan terdiri dan 76 asam aminc (Beutler and Ceram,
1920), Sebagian kecll TNF-o di hasilkan oleh set endotel, keratinosit, astrosit dan
fibroblas (Eigler, er af, 1997}

Selain ity ada TNF-betha, yang dipreduksi oleh sel T tipe Thl. Peneliti lain
menamakan produk sel T tersebut sebagai fymphotoxin, dan adz yang menvataksn
bahwa TNF-betha adalah sitokin lain yang merupakan produk dari makrofag juga

{Male er al, 1987).
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Gen penyandi TNF- & terletak pada khromosom 6 di daerah MHC ¢lass 111, dan gen
premoternya terletak 308 nukleotida ke arah proksimal {(McGuire , er af., 1994),
TNF-x dapat merangsang produksi PGE-2, PGE-2 dan PAF {Dinarello, 1990).
TNF mempunyai waktu parch biologis yang sangat pendek . Beutler and Cerami
(1990} melaporkan plasma haff-iife TNF hanya & menit, sedangkan Selby (disitir
dalam Clark, 1939} menyebutkan “plasma clearance half-life " sekitar 20 menit. Pada
kultur monosit, stimulasi dengan LPS menghasilkan kadar puncak dalam 2 jam dan
kembali normal dalam 5 jam (Beutler and Cerami, 1990). Sedang percobaan/uii awal
stimuiagi dengan antigen malaria pada biakan monosit oleh peneliti, menghasilkan
puncak konsentrasi TNF antara 4 sampai 6 jam.
Sebagai sitokin radang, I'NF mempunyai banyak kesamaan efek dengan TL-1 dan TL.-
&, baik efek imunologis maupun non-imunologis, TNF dapat menginduksi preduksi
1L-1, IL-6, maupun TNF sendin. Begilu juga sebaliknya dengan IL-1, tetapi TL.-6
tidak. Maski TNF dan [L-1 dapat menginduksi efek yang hampir sama, tetapi dosis
yang dibutuhkan berbeda, dan melibatkan receptor yang berbeda, jadi sel target bisa
berbeda juga. Seringkali sitokin-sitokin ini bekerja secara sinergis,
Sifat yang dapat berbeda dengan 1L.-1 {Dinarello, 1990):
1. TNF bersifat supres:f terhadap sumsum tulang, sedangkan IL-1 malzh
merupakan ko-fakior dalam aktivasi dan sel-sel induk (stem celfls).
2. TNF bersifat toksik terhadap beberapa jenis tumer dan menyebabkan
lekopenia dan nekrosis jaringan lokal. TNF menginduksi hipotensi dan syok
jauh lebih kuat dari IL-1.

3. TNF merangsang metabolisme oksidatif pada netrofil, sedang TL-1 tidak,
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Tetapi iL-1 merangsang pelepasan histamin dan arilsulfat pada basofil dan

eosinofil, sedang TNF tidak.

2.3.4 Data klinis mengenai kenaikan kadar TNF dan sitokin lzin pada
penderita malaria.

TNF-a. Penelitian & kepulauan Solomon  {(Buicher, o af,  1990a)
wenunjukkan kadar TNE yang tinggi pada 13 orang drantara 46 orang dengan malaria
pasitif. Ke 13 orang itv ternyata menunjukkan gejala malaria akut, dan TNF hanya
dapat dhdeteksi dalam waktu singkat, yaitu beberapa jam setelah sizogani,
Pada penelitian di (fambia ditetmukan kadar TNF meningkat pada semua penderita
malana. Dan pada penderita malana sercbral, kenaikan kadar itu dua Kali
dibandingkan pada malana tanpa komplikasi, bahkan pada kasus fatal menjadi sepuluh
kalinya (Kwiatkowski, ef o, 1990, Kenaikan kadar TNI dan korelasinya dengan
tnalana berat terutama malaria serebral juga ditaporkan Grau {Grau, e7 of, 1989a,
1989¢, 1989d, 1990, Crrau, 1992} dan Baptista, ef &/ (1997). Hubungan antara
peningkatan kadar TNF dengan gejala tersebul ternyata jauh lebih jefas pada
pendenta-penderita Eropa vang tidak mempunyai kekebalan dan toleransi terhadap
malaniz (Kremsner, ef of, 1982 1990). [ni sejalan juga dengan penemuan bahwa
penderita yang mempunyai antibodi terhadap antigen malara ternyata menurjukkan
kadar TNF lebih kecil (Butcher, ef @/, 1990). Hal itu juga dibuktikan pada percobaan
imunisasi pada relawan yang dilakukan oleh Harpaz, et af., {1992).

IL-t. Ada yang menvatakan [L-1 mempunyai bubungan dengan beratnya

penyakit malaria; dan seperti juga TNF, sebagai sitokin radang, IL-1 menmgkatkan
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ekspresi molekul adesi pada permukaan endotel pada malana {Grau, ef af., 1989¢;
1990, Kwiatkowski, er af, 1990), Tetapi pada studi kmetik, Grau, ef af. (1989b,
1989¢) menyatakan tidak memperoleh kurve yang sejalan antara gejala klinik dengan
kadar IL-1 sebagaimana yang terlihat pada TNF. Kadar 1L-1 menunjukkan angka
normal pada wakiu penderita malaria masuk rumah szkit dengan gejala malaria akut.
Butcher juga melaporkan bahwa dari 44 penderita yang diperiksanva, hanya tujuh
yang menunjukkan peningkatan kadar [L-1, dan itupun tidak ada hubungannya dengan
gejala malana (Butcher, er af, 1990). Tidak seperti pada TWF, Curfs, ef al (1992}
melaporkan bahwa IL-1 dosis rendah dapat melindungi tikus-tikus percobaan dan
kematian karena malaria serchbral,

IL-6. [L-G, salah satu sitokin radang, menurut Kern, ef o/ (1989) dan
Ringwald, ef 2f {1993) juga meningkat pada malaria serebral. Tetapi kenaikan kadar
IL-& yang tinggi juga ditemukan pada penderita malaria non serebral {(Grau, 1989b}
dan percobaan pembenan antibodi terhadap IL-6 pada bimatang percobaan tidak
menghindarkan hewan tersebut dan timbulnya gejala malana serebral {Grau, et &f.
1990, Grau, 1992; Grau and Behr, 1995} fn vitre, stimulasi monosit dengan protein
merozoit dapat menghasilkan TNF dan [L-6 (Jakobsen, et al 1993a).

IL-8. 1L.-8, suatu sitokin radang lain, tidak banyak dilaporkan pada malaria. IL-
3 diproduksi atas rangsangan TNF dan [L-|, sehingga dianggap hanya merupakan
faktor antara (intermediate). Pada vji kinetik, teryata kadar maksimal ditemukan pada
hari ke-14 pasca - patet, ketika pada umumnya parasit sudah tidak ditemukan lagi
pada sediaan hapus (Kossodo dan Grau, 1997). Laporan penelitian lain ternyata lebih
menunjukkan peran protektif [1.-8 dari pada peran patologisnya (Richards, 1997).
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IL-1¢ dan TGF-beta (transforming growth factor-beta). Kedua sitokin anti-
radang (ang-inflammatory} ini menurunkan (dowrreggwiare) produksi TNF dan IFN-
gamma (Abbas, 1994} Jumlah mRNA T1.-10 dalam limpa dan olak ternyata lebih
tingei pada model hewan vang resisten terhadap malania, dan netralisasi 1L-10 dengan
antibodi dapat mengindukst timbulnya gejala malana serebral {Kossado, ef af., 1997).
Ada dugaan bahwa timbulnya mzlana serebral disebabkan umpan balik yang tidak
memadai dari sigokin TL-10 mi {Ho et al., 1598) Hal ini jupa ditengarai pada
komplikasi anemia berat (Kurzhals, ¢r of, 1998) Omer dan Riley (1998} juga
menemukan bahwa produksi 1'GF-beta berbanding terbalik dengan beratnya infeks:

malaria pada tikus coba.

2.4 Peran TNF dalam Patogegenesis Malaria.
Dalam bab i akan divraikan kemungkinan peran TNF dalam timbulnya

masing-masing gejala tersebut menurut kepusiakaan vang berhasil dikumpulkan.

241 D emam.

Salah satu gejala penting dan khas dan malara adalah embulnya demam vang
fritermitern.
Giolgl, seak lebih dan satu abad vang lalu telah menyatakan bahwa demam
paroksismal pada malaria timbui bersamaan dengan pecahnya sizon dani sel darsh
merah yang dihuninya {Kwiatkowsk er af | 1989 Playfair, et al, 1990; Kwiatkowski,
1993, Kwiatkowski, er of, 1997). Golgi telah menggunakan istilah “pyrogenic foxin®

umuk produk yang timbul pada saat pecahnya sizon tersebut. Sesudah itu, lama tidak
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ada yang mencoba tmencari fakta lebih lanjut mengenai demam . Kemudian
diketahui, bahwa panas ternyata ada hubungannya dengan sitokin-sitokin pirogenik
seperti TNE yang disekresi karena rangsangan antigen malana (Kapas, ef af., 1995).
Pada percobaan kultur makrofag bersama P. faiciparum, disimak bahwa produksi TNF
meningkat secara maksimal bersamaan dengan pecahnya sizon Juga terbukti pada
penderita malana bahwa timbulnyaz panas terjadi bersamaan dengan lonjakan kadar
TNF pada waktu pecahnyz sizon (Kwiatkowski, 1989, Kwiatkowski, ef @/, 1989) dan
demam akan menurun bila efek bioaktif TNF dicegah dengan pemberian antibod
monoklonal terhadap TNF (Kwiatkowski, 1997) Grau juga mencatat adanya
hubungan kinetik antara kadar TNF dan suhu tubuh {Grau, ef af, 19903, Van der
Meer, et af (1988), denpan menggunakan metode radicmmunoassay menemukan
kadar TNF meningkat pada penderita panas karena malaria, dan tidak menemukan
peningkatan tersebut pada penderita panas karena penvakit {ain.

Butcher, ef af. (1990} menemukan pada penderita malaria wivax di Kep. Sclomon,
bahwa kadar TNF paling tinggi pada penderita yang mengandung parasit dalam
stadium cincin muda {(young ring forms), inl beranti beberapa saat setelah pecahnya
sizon. Berlainan dengan malana fafciparam, panas paroksismal pada malaria vivey
sangat teratur dan bisa di-“ramalkan” {(Ho and Sexton, 1995, Karunaweera, ef af.,
1992b), walaupun kadar TNF bisa sangat bervariasi, Pada 8 dari 9 penderita malasia
vivery yang dilkuti secara perodik, terlihat bahwa dinamiks naik-turunnya panas
sangat erat hubungannya dengan dinamika dan kadar TNF dalam plasma, dan
mengikutt dengan jarak kira-kira 30 sampai 60 menit (Karunaweera, ef af, 1992h).

Fluktuasi kadar TNF yang diikuti oleh fluktuasi suhu tubuh ini dapat dilibat pada
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gambar 2.4 Puncak panas dapat sampai 41,1 "C, vang terjadi | sampai 2 jam sesudah

permulazn mengggil (Karunaweera, er af | 1992h).
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Ciambar 2.4 Kurve kadar TNF dalam serum dan tingginya subu tubub pada pendenta
malana wvax {Sumber Karunaweera, ef of | 1992b fig i}
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2.4.2 Apemia.
Anemia merupakan konsekuensi tak terhindarkan dari malaria, terutama pada
anak-anak {Melancon-Kaplan, ¢/ @l 1993; Pasvol, e af., 1995),
Mekatusme terjadinya anemia padz malaria dapat melalui beberapa cara :
1. Desimtegrasi dan sizon menjadi merozoit juga menyebabkan desintegrasi sel
darah merah yang menjadi hospesnya.
2. Parasit malaria mengkonsums! hemoglobin  untuk pertumbuhannya dan
multiplikasinya (Rosenthal and Meshnick, 1998).
3. Meningkatnya derajat destruks: dan fagositosis sel darah merah di dalam limpa
pada malaria (Miller, ef a/., 1989; Melancen-Kaplan, et af , 1993).
Dengan struktur dan komponen sel yang khas, limpa merspakan organ ideal
untuk surveilans dan destruksi bagi enitrosit yang menua dan eritrosit yang
mempunyai keiainan. Dan eritrostt hancur akan di fagositir oleh makrofag.
Pada malang, telah ditermukan data-data berikut
3.1. Bel darah merah terinfeksi sizen dan trofozoit akan melembung dan
kehilangan elastisitas dan daya deformabilitas, sehingga mudah
terperangkap dalam limpa (Howard, 198%).
3.2, Antigen malaria yang terekspresi di permukzan eritrosit menjadikan
entrosit tersebut target yang empuk bagi surveilans imun (Howard, 1988).
3.3, Neutrofil dan makrofag mensekresi radikal oksigen, nitrogen cksida dan
protease dalam jumlah lebih tingei, serta melaksanakan kegiatan
fagositosis vang lebih tinggl sehingga tejadi penuaan dind dari sel darah

merzh dan peningkatan destruksi dan eliminasi. Tidak hanya untuk sel
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binatang percobaan vang menderita malaria dini menyebabkan tegadinya

diseritropoiesis dan peningkatan entrofagositosis (Clark and Chaudry, 1988h)

vang bisa diobati dengan antibodi terhadap TNF tetapt tidak sembuh dengan

erilropaeiin (Broxmeyer, 1995). TNF men-sttmulir produksi radikal oksigen

yang meérusak sungsum tulang, TNF juga meningkatkan entrofagositons dan

secara autokrin merangsang diferensiasi sel mduk {stem cell) ke arah monosit

dengan menggeser sistm eritropoietik {Clark, ef ol

1984
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8 TNF, 1L-1, IFN-gamma dan 1L-2 meningkatkan amhilar; {uptcke) zat besi ke
dalam sel makrofag, meningkatkan ekspresi reseptor transferin  dan
meningkatkan sintesis femtin datam sel hepar. Faktor ini juga menyebabkan
hipoferermia yang memberatkan anemia pada penyakit khronis seperti malaria
(Weiss, Wachter and Fuchs, 1995).

. Pada penderila malana mungkin saja terjad: pemasukan zat besi vang kurang karena
adanya anoreksiz dan kekurangan gizi, meskipun “re-feeding” dapat saja
menyebabkan kekambuhan (Murray ef &/, 1975).

10. Telah dibuktikan oleh Taverne dan kawan-kawan bahwa tikus transgenik dengan
sekrest TNE berlebihan akan menderita anemia (Taverne, e af, 1994). Dalam
survel epidemiologik di antara 175 anak malana di Afrika, Kurzhals menemukan
hubungan kadar TNF dengan anemia berar dan malaria serebral, dan ternyata
kadar 1L-10 pada anak yang anemis rendah. Diduga bahwa kadar IL-19 yang
cukup dapat mencegah timbulnya anemia karena TNF (Kurzhals, ef af., 1998),

Berlainan dengan peneliti-peneliti di atas, Rudin dan kawan-kawan (1997a)

menyatakan bahwy anemia tidak terlalz berhubungan dengan TNF.

2.4.3 Hemoglobinuria dan Black Water Fever.
Hemoglobinuria merupakan akibat hemolisis yang berlebihan yang disebabkan
oleh salah satu proses sepert: disebutkan di atas atau sensitisasi sel darsh merah karena
penggunaan yang senng dari obat Quimne. Pada penderita defistensi enzimn Géncose-

G-phosphate delvdragenase, penggunaan Primaquine dapat memicu hemolisis berat.
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Keadaan itu dapat menyebabkan ginjal mengalami nekrosis tubuler akut {Manson and

Bahr, 1989),

2.4.4 Malaria serebral.

Malaria serebra! selalu dihubungkan dengan proses sekuestrasi dari sel darah
merah tennfeksi di dalam pembulub darah kecil dalam otak {(Berendt, er af., 1990,
Hommel, 1993}, Mengenai malaria serebral ini akan dibicarakan secara panjang lebar,
karena mekanismenya dapat dijadikan model untuk memahami patologi yang terjadi
di organ-organ lain yang mengalami sekuestrasi juga.

Terdapat perbedaan dalam laporan-laporan yang ada mengenai  gambaran
patologl. Ternyata sekuesirasi tidak selalu ditemukan pada preparat autopsi {Eling and
Kremsaer, 1994). Dengan mempelajari  patogenesis seperti yang akan diuraikan
pada bab ini sccara bertahap, akan dapat dipahami adanyz perbedaan-perbedaan
tersebut.

2.4.4.1 Sel darah merah teriofeksi stadium lanjut dari P, falciparum

mengzalami sekuestrasi di datam “post-capiliary venules™.

Pada nfeksi dengan F. faiciparum, sel darah merah terinfeksi sizon dan trofozoit
menghitang dan peredaran darah perifer dan mengalami sekuestrasi di dalam
pembuluh darah di organ-organ. Pembuluk darah di mana terfadi sekuestrasi pertama
adalah vena kecil pasca-kapiler, jadi bukan pembuluh darah dengan diameter terkecil,

Lagi pula, konsentrasi {atan persentasi) sel darah merah verinfeksi parasit di
dalam pembuluh darah ini jaub lebih tinggl darf pada di dalam peredaran darah besar,

Hal ini dapat dilihat pada gambaran mikrografi kapiler yang terisi dengan sel darah
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merah tennfeksi parasit pada gambar 2.6, Dan fakta tersebut, bisa diduga proses

sekuestrasi bukan hanya ferjadi karena terperangkapnyz eritrosit terinfeks: yang

menggelembung dan kehilangan  clastisitasiya atau kemampuan “deformability”

vang menyebabkan obstruks: dan kongesti (Howard, 1988, Warrell er ol 1990).

Ada dua proses vang berperan datam sekuestrasi, yaitu:

. Sitoaderens (eviewafherence) atau melekaimyz sel darah merah terinfeksi parasit
malara kepada endotel pada dinding pembuluh darah (Howard, er af., 1990; Oh,

1997},

k.

Rosetiny {remvedting] vaitu melekatnyva sel darah merah terinfeksi kepada sel darah
merah yvage laim {Wahlgren, ef af | 1989, 1994 19935 | 908}

Karena proses sitoaderens, sel darah merah tednfeksi dapat melekat pada dinding
pembaluh daran pasca kapiler Disedar dengan proses roscting sel darah merab dan
akumuiasi sel-sel darah yang latn seperti netrofil, sel NK, trombosit dan makrofag,
serta ades sel-sel tersebut kepada cndotel juga, maka terjadi gerombolan atau
gumpalan sel vang besar yang dapat menyumbat pembuluh darah. Oklusi pembuleh
darah im dapat menychabkan “perechice”  (ntik-titk  perdarahan) dan “rin
hemorrhage” (perdarahan melingkar) di sekeliling pembuluh dargh yang tersumbat.
Lihat gpambar 2.7,

Tersumbatniya aliran darah menyehabkan gangguan fungsi jadngan setempat.

Sabng kontak antara sel-sel darah yang terakumulasi menyebabkan sel-sel terschut
terangsang, ditambah dengan stimulasi antigen malana vang disekresi oleh parasit
yang terperangkap di tempat itu juga, menyebabkan keluarnya bermacam - macam

bahan sepeni sitokin, eikosanoid, radikal oksigen, nitrogen oksida reaktif dan sebagai-
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Lambar 2.6 Llektronmikrografi dan kapiler oak vang dipadat oleh sel darah merah

terinteks parasit malama, Dikwtip dari Gilles and Warrell, 1953
Chafipd|l

Crambar 2.7 {tambaran makroskopis otak penderita malaria screbral denpan bercak-
bercak petechioe Dikutip dari Dr. Gabriel Tora, 1980 fig 12 p5s.
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nya (Eling and Kremsner, 1994} Bahan-bahan tersebut dapat bereaksi lokal dan
menzmbah kerusakan janngan, 1api juga dapat menyebar melalui sirkulasi darah.

2,4.4.2 Sekuestrasi sel darah merah terinfeksi parasit melibatkan molekul-

molekul adesi pada permukaan endoted dan sel darah merah,
Pada proses sitoaderens, sel darah merah tennfeksi melekat kepada permukaan sel
endotel pembuluh dargh, Molekul-molekul adest di permukaan endotel yang teribat
antara lain adalah; CD36, trombospondin, 1CAM-1 (infercefiuiar adhesion molecufe-
f) atau CD54, VCAM-1 (vascnlar adhesion molecule-1), F-sefectin atan ELAM-1
{(endothelial adhesion molecule-1}, dan chondroitin-d-suiphare (Esslinger, et of., 1994,
Jakobszen, et al 1994, McCGuire, ¢f @f 1996, Prada, ef al., 1995, Maubert, Gilbert and
Deloron , 1997).
Terdapat bukti adanya aktivasi endotel secara sistemik pada malaria dan molekul-
moilekul adesi juga meningkat kadamya dalam plasma, juga pada malana viwar
{Jakobsen, ef af, 1994; Tummner, ef al., 1998}

Ligan atau counter-receptor pada permukaan sel darah merah adalah: FIEMP1
(. falciparum-infected erpthrocyte membrane protein 1, PIHRP1 (F. falciparum
histiding-rich protein i), protein band-3; dan ada yvang menyaiakan RESA/Pf155 dan
ghitamate-rich protein juga dapat bertindak sebagai ligan untuk itu. Molekul-motekul
ligan iru, merupakan produk parasit atau protein hospes yang berubah karena infeksi
parasit {Anders, et al, 198%8; Berendt, 1992; Berendt, e af., 1985, 1930, 1992
Ockenhousc er of,. 1991, 1952a, 1992h; Ockenhouse, 1994).

Molekul-molekul adesi imi juga menjadi reseptor bagi sel-sel darah putih,

Neutrofil dan makrofag memegang peran dalam fagositosis merozoit, pigmen malana
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dan kepitig-keping sisa enitrosit dan karenanya dapat ditemukan di lokasi lesi seperti
pada malana serebral (Kumaratilake, ef af,1992; Kwiatkowski, ¢f al, 1989 Lunel
and Drruilhe, 1989, Pichvangkul, er of,1997). Sebagian besar ligan pada permukaan
sel darah merah tersebut di atas juga berperan dalam perlekatan s¢l darah merah
terinfeksi dengan sel darah merah normal yang membentuk roset,

Beberapa protein serum juga meningkatkan kemungkinan tegjadinya roseling, antara
lain fibringgen, albumin, dan moiekul ades) yang terlarut. Daya roseting dan sel darah
merah teninfeksi mempunyai hubungan dengan beratnya penyakil, Misalnya, sel darah
merah terinfeks yang mampu membentuk “gigr rosedte”, vaitu roset yang teedini dari
40-50 eritrosit, ditemukan lebih banyzk pada penderita malarta serebral. Sedang sel
darah merah abnormal seperii pada talasemia dan anemia s¢l sabit, kemampuan
rosetingnya kecil, dan im menambah resistcnsittya kepada malaria {Wahleren, ef af
1289, 1994 1998)

2.4.4.3 TNF dan beberapa sitokin lain meningkatkan ekspresi molekul-
molekul adesi kepermukaan endotel.

Lkspresi molekul-molekul adesi tersebur di atas kepermukazn sel, sclain
dirangsang oleh antigen malana (Graninger, et al, 1994), juga ditingkatkan oleh
sttokin TN dan IL-1, tetapi tidak oleh -6, 1L-3, dan GM-CSF, meskipun [L-3
menimgkatkan daya pengaruh TNF {Berendt, 1992 Berendt, ¢f af., 1589, O], 1992;
Ockenhouse ¢f af,. 1991, 1992a, 1992b; Ockenhouse, 1994, Ringwald, ef af,1993;
Wahigren, ¢f al, 1989, 1994, 1995 1998; Prada, er o/, 1995; Lucas, ef al, 1997c),
Tikus yang tuna TNF mengalami penurynan eksprest HCAM-i dan resisten terhadap

malaria serebral (Rudin, e of | 1997a)
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TNF dan IL-1 menibah aktivitas antikoagulan menjadi prokoagulan sehingga
meningkatkan adesi PMN, monesit dan limfosit pada binatang percobaan {Grau , af
al., 1985¢), Namun kemampuan rosetingnya sendin tidak ditingkatkan oleh TNF dan
sitokin lain {Ringwald, ef af., 1993). IFN-y juga dapat menginduksi TCAM-1, dan
hewan vang tuna sel 1 tidak mengalami sekuestras: {Berendt, 1992a).
2.4.4.4 Predileksi argan dan keuntungan parasit dengan sekucstrasi.
Terdapat perbedaan kemampuan sekuestrast diantara isolat-isolat P. fadciparum sena
predileksi pada pada organ tertentu. Dapat di otak, jantung, usus, paru, hati, otot.
Serupa dengan “homing” dari limfosit pada respon imun, mungkin ada tropisme
terhadap janngan khusus bagi setiap subpopulasi plasmodium.
Dan mungkin juga ada perbedaan derajat ekspresi molekul adesi umuk organ vang
berbeda (Berendt, 1992a; Grau, er al, 1950).
Dengan terjadinya sekuestrasi diorgan-organ di luar limpa ini, parasit malaria
mendapatkan beberapa keuntungan {Berendt, 1992a) ;
1. Dapat menghindan pasasi lewsat limpa di mana terjadi proses destruksi dan
efiminas sel darah merah terinfeks:.
2. Lebth mudah mempercleh bahan yang diperlukan, antara lain nutrien dan
tekanan oksigen yang pas untuk pertumbuhannya.
3. Lcbih mudah memperoleh sel darah merah untuk menjadi hospes baru bagi
generasi benkutnya dalam kerumunan sel-sel tersebut.
4. Di dalam roset vang terbentuk, parasit dapat tnenyembunvikan diri dari

mekanisme pertahanan hospes (Wahlgren 1994).
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2.44.5 Keterlibatan TNF dalam timbulnya malaria serebral diperkirakan
melaloi mekanisme berikiut (Gran, ef al., 1989b; Hommel, 1993) :

1. Peningkatan (upregelation) dan ekspresi moickul adesi pada permukaan endotel
pembulub darah sehingga terjadi proses sekuestrasi sepert: telah dwaraikcan di atas.

2. Menginduksi timbulnya hipoghkemia, asidosis lactal dan perubahan metabolisme
lain.

3. Memicu kaskade sitokin sehingga pada akhirnya menghasilkan radikal oksigen
dan dan proses keradangan vang lain di daerah otak yang terlibat.

Sedang urutan kejadian yang menyangkut peran TNF pada malana serebral, dengan

menggabungkan data dan berbaga: nyukan dapat disusun urutan sebagai bericut :

L. Beradanya parasit asexual dalam sirkulasi darah merangsang makrofag dan
membuat hospes sensitif terhadap toxin malaria maupun terhadap TNF {Clark,
1988a}. Bahan vang berasal dari sel darah merah terinfeks: menginduksi makrofag
untuk memproduksi TNF, yang kemudian dapat berlebihan dengan adanya proses
amplifikas: yang akan diuraikan kemudizn.

2. Terjadi ekspresi molekul-molekul adesi ke permukaan endotel karena rangsangan
antigen parasit malaria di dalam sirkulasi, dan kadar TNF vyang tingg
meningkatkan ekspresi molekul adesi pada sel endotel tersebut,

3. Ekspresi yang cukup darn molekul adesi menyebabkan melekatnya entrosit
terinfeksi dan lekosit kepada endotel pembuluh darah di organ-organ sehingga
merintis proses sekuestrasi. Ditambah dengan proses roseting dari entrosit, terjadi

penyumbatan pembuluh darah kecil.
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4. Entrosit terinfeksi sizon yang mengalami sekuestrasi mengeluarkan antigen lebih
banyak dan menstimulir produksi TNF. TNF merangsang pembentukan NO oleh
makrofag dan sel-sel endotel serta otot polos pembuluh darah (Lancaster, 1992).
Dan menurut Ghigo, et al. (1995}, eritrosit terinfeksi juga memproduksi NO dalam
jumiah besar. Hal ini menambah kerusakan dinding pembuluh darah dan terjadi
nekrosis hermnoragis. Pada tikus, mornosit yang mengalami sekuestrasi, melepaskan
lebih banyak TINF atau mediator lain (Grau, e af, 1989b).

3. TNF mempunyat sifat autgkrin, sehingps dapat meningkatkan produksi TNF okal
(Farrar and Schreiber, 19933,

2.4.4.6 Sel T CD4+ diperiukan dalam timbulnya gejala malaria serebral
dan komplikasi malaria yang lain.

Sudah lebih dan satu dasa warsa diketahui bahwa timbulnya gejala malaria berat

memerlukan peran sistim imun yang matang, terutama cell-mediated immune response

(Clark 19873, 1987b; Clark, Hunt and Cowden 1987, Grau, ef al, 1937), yang

kemudian ternyata lebih terpusat kepada sel T CDd4+. Percobaan menyatakan bahwa

tikus yang atimik tidak menunjukkan gejala malaria serebral, demikian juga tikus vang
diben antibodi terhadap sel T CD4+ (Grau, &t al., 1990, Hermsen, ef @i, 1997b), Juga
dibuktikan bahwa penyuntikan antibodi terhadap siokin-sitokin yang diproduksi oleh
sel T rersebut, yaru 11-3, GM-CSF dan IFN-y, dapat menghindarkan tikus dari gejala

malariz serebral {Grau, ef al, 1988, 19893},

Analisis kemudian lebih diarahkan kepada IFN-gamma sebagai mediztor vang

berperan di sini. Rudin, et al. {1997b) juga menyatakan bahwa IFN-y mutlak

diperlukan dalam timbulnya gejala malaria serebral IFN-y vyang disintesis oleh sel
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Th1 mengaktifkan sel-sel monosit dan merangsang sel-sel tersebut untuk mensintesis
letnh banyak TNF (Grau, ef af, 198%; Farrar and Schreiber, 1993; Taylor-Robinsen,
19935, Riley, 1999}, IFN-gamma meningkatkan transkripsi gen vang mengkode TNF
{biza dikhat dengan meningkatnya jumlah TNF mRNA dalam sitoscl) dan
membuatnya lebih stabil dengan menghambat represor (Farrar and Schreiber, 1993),
Pada wnfeksi primer, 1FN-y juga diproduksi, tapi dalam jumlah kecil, oleh sel-sel KK
dibawah rangsangan IL-12 yang diproduksi oleh mackofap. Sedang pada infeksi
kemudian, IFN-y diproduksi oleh sel T aeft dan 6 (Rhee, ef af, 1998; Riley, 1999).
IFN-y | sinergistik dengan TNF dan antigen malaria sendiri, merangsang produksi NO

seperti telah diuratkan di atas (Kremsner , o7 af, 1993a, 1993b; Ghigo, et af, 1993,
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Clark and Cowden, 1999). Peran TNF dan TFN-y pada malatia i dapat disejajarkan
dengan perannya pada endotoksemia seperti pada gambar 2.8,
Pada penelitian klinis, IFN-y tidak selalu ditemukan dalam serum penderita malaria
serebral (Bapusta ¢f af, 1997, Butcher, ef al, 1990; Clark and Cowden, 1999). Ini
menumukkan bahwa peran produksi sitokin fokal i otak lebih penting dar pada
kadamva secara sistemik

2.4.4.7 Peran Nitrogen Oksida pada umbulnya gejala koma dan gangguan
fungsi otak pada malaria serebral.
NO (Mifric oxide) vang diproduki oleh berbagai sel vaitu endotel, otot polos, teuron,
sel hati, monositmacrofag, mempunyal banyak fungsi fisiologis di datam tubuh
(Lancaster, 1992). Pada keadaan inicksi, ™NO dimanfaatkan sebagai antimikroba
{MNathan and Gabay, 1992), seperti jugs vang terjadi pada malaria (Wozencraft, et al.,
1984; Rockett, er al, 1991, 1992; Rockett, Clark and Cowden, 1992).
Di otak, NQ diproduksi secara konsituif oleh neuron dan bertindak  dalam
neurctransmisi sebagal “postvngplic retrograde messenger”. Karena pada malaria
terjadi sekuestrasi dan produksi mediator-mediator meningkat, termasuk NG, Clark, e
ai. (1991) berteon bahwa NO-lah yang berperan dalam timbulnya gangguan fungsi
saraf pada malaria serebral. Adanya produkst yang berlebihan dan NO ekstraneuronal
mengacaukan fsiologi penghantaran berita karena sel otak menyadi refrakter. Dan
karena NO juga menyebabkan vasodilatasi (lihat uraian di bawah} maka otak juga
mengalami kongesti. Hal ini sesuai demgan data patologi-anatomis (Polder, ei af.,
1989, Nauck, 1967). Antigen malania dapat merangsang produksi NO dart endotel di

sekitarnyy (Rocket, et @l. 1996), Ditambah dengan hasil penemuan (Ghigo, ef af.
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(1995) bahwa eritrosit yang terinfekst F. falciparion dapat memproduksi NO sendir
bahkan lebib tingg dan pada endotel, dan enzim WOS (witric oxide symthaye)
ditemukan dalam jumizh tinggi dalam lisat scl darah merah terinfeksi Semua ind
memperkuat dugaan Clark. Lebih-lebih lagi karena 1FN-gamma, yang mempunyai
dava amplifikas terhadap produksi TNF, juga dapat menstimulir produksi NO pada
makrofag (Moncada, e al,1991; Roitt, 1994; Clark, Cowden and Rockett, i995;

Roitt, e al, 1996)

2.4.5 Crangguan fungsi hati dan ikterus.

Hati seringkah rmembesar pada malaria akut. Kelainan hati pada malana disebut
sechagar  “mafuried hepatins” {Clark, Rockett and Cowden, 1992} dan banyak
ditcmukan pada penderita malaria di Lombok (Gunawan dan Soewignjo, 1991), Faal
hati seningkalt mengalami gangguan. Terjadi gangguan aliran darah karena sekuestrasi
sel darah merah tennfeksi P, falcipars dan deposisi pigmen malara. Terjad
pembengkakan sel dan hiperplasia sel Kupfer serta infilirasi sel-sel monosit (Clark, e7
al, 1987c). Dalam penelitian hewan percobaan diketahui bahwa TNF dapat
menyebabkan kerusakan pada sel hati tikus (Rockett, ef @l 1992). Menurut Lancaster
(1992), kerusakan itu terjadi karena TNF menstinwlir sel hepar untuk menghasilkan
NO dengan bantuan enzim iNQS (fnducible nitric oxide synthase) yang memang
ditemukan di dalam sel hati. NO yang terbentuk ini menghambat sintesis protein.
Sintesis NOQ juga dapat dipacu oleh IFN-y (Moncada, er of., 1991) yang sepenti
diuraikan di atas, juga berperan daiam timbuinya gejala malaria berat. Kerusakan sel

hati im, yang ditunjukkan dengan peningkatan SGPT dan SGOT. dapat dicegah
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dan SCHIT, dapat dicepah dengan pemberian antitbodi terhadap [L-12 (Yoshimota,
1998). Sepertt diketahw, melahn suate kaskade suokim, [1.-12 merangsang monosit
untuk memproduksi IFN-gamma dan TNE. Dan peran ITN-y  dan TNF dalam
mengatur produkst NG o ditekankan lagi oleh Jacobs, Radzich dan Stevenson
{1996a), yang menvatakan bahwa keberadaan NO di hatt tidak seperti perannya di
dalant limpa yang dapat memadi petunjuk resistens) terhadap parasit malana (Jacobs.
Radziah dan Stevenson, 14995, 19985

Kadar tilirubin tenkat feesppgared) dalam darah merupakan penunjuk adanya
gangeuan {ungsi nati {Warrell er of, 1990) Hemolisis intravaskuler maupun gangguan
lungsi hatt dapat menyebabkan hiperbtlimbinemia. Pada pemeriksaan laboratorium
biasanya ditermukan kadar bilirubin direk dan indirek vang meningkat (Tsselbacher K,

19347

2.4.6 ARDS (adult respiratory distress syndrome).

Auspranory diviresy dan pangguan rgmg napas sering ditemukan pada anak-
anak vamg memnggal barena malana (Pasvol, et af, 1995). Terjadi resesi interkostal
pada waktu menank napas, juga asidosis. Distres mi dapat terjadh sebagal kompensasi
terhadap asidosis metaholik, karena kenaikan tekanan imtrakranial, akibat dart anemia
berat, atauw karena wdem paru yang disertai dengan hipoksermia artenal berat (Ingram,
1994y Parasit malana ditemukan dalam sediaan hapus dar paru penderita ARDS
karena malang (Puasvol, | et af, 1095)

Menurut Clark (1%87), edema paru pada malana lebih dischbabkan kerusakan endatel

kapiler dan pada peningkatan tekanan intravaskuler. Imi disokong dengan pemeriksaan
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lustelogis, Juga terjadi perungkatan permeabilitas. Pada pemenksaan histo-patologis,
ditemukan agregast neutrofil vang melapisi dinding pembutubk dargh kecil paru.
Netrofil dapat mensekresi radikal oksigen dan enzim lisosome ke daerah sekitar
sehingga terjadi kerusakan endotel pembulub darah. Pendapat tersebut  disokong hasit
penelitian laboratorium dari Kumaratilake, er «f, (1992) hahwa TNF dan [FN-y
menstimulir neutrafi! dengan meningkatkan produksi oksigen radikainya,

Marginasi atau akumulasi dan netrofil di pare menvebabkan penurunan jumlah
netrofil di peredaran darah penfer (Clark, 1987, Beutler and Cerarmi, 1990).

Lucas ef af. {1997c} dalam preparat hapusan paru dar penderita yang meninggal
karena ARDS, menemukan ekspress vang menyolok dan ICAM-]1 pada endotel
rukrovaskuler paru serta peningkatan TNFRZ. Sedang Lou, ev &/, (1997) menemukan
sekuestrasi, adest dan fusi platelet dengan endotel pembulub darah paru dan otak dan
tikus yang \ennieksi malana, dan terbukti hal ini karena induksi TNE dan [FN-

gamma, dan bergantung kepada ekspresi LEA dan ICAM-1.

2.4.7 Kelainan hemostatik dan trombositopenia,

Lou, &t af, (1997} menyatakan bahwa platelet memegang peran penting dalam
terjadinya Kelainan endotei pada pembulub darah kecil yvang tefadi pada malaria.
Beberapa peneliti juga melaporkan adanya aktivitas prokoagulan pada hewan
percobaan serta meningkainya aktivitas katabelisme fibrinogen, dan produk-produk
degradast tibrinogen ditemukan dalam darah. Namun pada autopsi kasus fatal malaria

serebral pada manusia udak ditemukan deposisi platelet dan fibrin dalam otak (Warrell
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et al 19%0). Philips, ¢ o/, (1993) mengumpulkan data adanya perdarahan pada 5%
penderita malana serebral, dan ditemukan juga perubahan beberapa faktor koagulasi.

Trombositopenia yang ditemukan pada malana falciparem dan wvax, mungkin

disebabkan oleh :

1. Umur platelet yang berkurang.

2. Ehminasi yang meningkat dalam limpa.

3. Produksi yang berkurang dalam surngsum tulang,

4. Sebagai hasil respon imun karena ditemukan antibedi terhadap platelel dan
jemis lpl, dan ada koreiasi terbalik antarz kadar TpG spesifk tersebut dengan
hitungan platelet {Melancon-Caplan, er of 1993, Warrell, ¢¢ i, 1990,

3. Terjadi dysthrombopoeiexis | ada bukti mikroskopis bahwa jumlah mega-
kariosit dan mepakanoblas bertambah tetapi bentuknya abnoral (Warrell, ef
al., 1990).

6. Ada kemungkinan sekiuestrasi platelet sehingea jumdahnya di dalam sirkulasi
umutn berkurani.

Mekanisme yang terjadi pada platelet pada trombositopenia tersebut mungkin hampir
sejajar dengan eritrosit pada anemiz, meskipun tidak seluruhnva. Ada kemungkinan
terjadinya dismielopoiesis pada mafaria, yang ditandat dengan pansitopenia pada
sédiaan darah tepi (Baskoro dan Boediwarseno, 1997). Pemyuntikan binatang
percobaan dengan TNF akan menyebabkan trombositepenia {Clark, Hunt and
Cowden, 1987) TNF dan IL-1 jupa menycbabkan aktivitas antikoagulan pada

permukaan endotel berubah menjadi prokoagulan (Grau, af @f., 1989¢)
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2.4.8 Gangguan fungsi ginjal.

Menurut Francis dan Warrell {1993}, pada malana falciparum, ditemukan
glornervionefritis transien dan dapat sembuh sendirt. Sepertiga dari kasus pada
pendenta non-imun akan memperlihatkan kejaznan biokimiawi, dengan protéinuria
dan hematuria mikroskopis. Kadang juga ditemukan hiperselulanitas, hipertropi
mesangium dan deposisi [gM, 1gG dan globulin B-1¢ pada glomerulus. Ditemukan
juga sekuestrasi sel darah merah terinfeks: pada pembuluh darak glomurulus. Sedang
menurut Molineux, ef @l {1995), ditemukan nekrosis tubuler akut pada malaria beral,
terutama pada pendenta dewasa

Gejala klinik hipouna berat (<400 ml’han} menandai kasus malaria berat. Pada
vmumnya gangguan fungsi gnjal dapat diatasi apabilz dilakukan rehidras yang batk
(Warrell, e al, 1990). Pada kasus yang betul-betul berat, terutama bila komplikasi
latn juga ditemukan, kelainan fungsi berupa nekrosis tubuler akut dan nefrosis iskemik
dapat menetap. Reduksi perfusi kortex dapat tepadi akibat hipovolemia dan
hemokonsentras:.

Percobaan Rur Mei, Kara and Sinntah {1998) pada tikus memastikan
ditemukannya TNF dan 1L-10 dailam plasma dan secara lokal juga ditemukan produksi
THWF, IL-1, IL-6 kemudian juga GM-CSF dalam ginjal. Kadar IL-10 pada tikus normal
lebih tinggi, namun kadamya menjadi berkurang beberapa hart setelah infeksi
Ditemukan korelasi kuat antara kadar TNF lokal dengan deratat proteinuria Sedang
kadar TL-10, berbanding terbalik dengan keduanya Jadi disimpulkan oleh Rui Mei dan
kawan-kawannya, bahwa ada hubungan nyata antara sitokin dengan patogenesis

nefmitis pada malaria. Clark and Cowden {1999) juga menyatakan bahwa kenaikan
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kadar sitokin dan hipoksia merangsang produksi NO yang dapat memperburuk

keadaan ginjal penderita malaria.

2.4.9 Gangguan kardiovaskuler dan syok
Pada malana, tengadi vasedilatasi dan resistensi pembuluh darah yang rendah

pada peredaran darah sistemik. Tekanan arteria pulmonaris dapat normal atau
menurun Fungsi miokard biasanya normal (Warrell, e7 oof,, {990),

Pada waktu datang ke rumah sakit, hiasanya penderita mengalami hipovolermia karena
kurangnya masukan cairan dan memingkatnya pengeluaran cairan karena demam,
hanyak berkeringat, dan kadang muntah dan diare. Hipotensi ortostatik ditemukan
pada 33% pendenta. Obat-obat antimalaria dapat menambah hipotensi (Warreil, ef al.,
1990). Status syok atau disebut malaria alijpd, mengingatkan kita pada keadaan
endotoksemia yang terjadi karena infeksi baktenn Gram negaiift Dari faporan yang
dikumputican Warrell dinyatakan bahwa infeksi bakterd Gram negatif dapat ditermukan
pada 10 dari 175 penderita malaria serebral. [Infeksi in disebabkan oieh insersi
kateter, vena sekst alay infus, atau pneumonia aspirasi karena munigh. Namun
kemungkinan terjadinya endotoksemia ini sekarang tdak dianut lag, karena di
samping jumlah penderita yang, mendapat imfeksi sekunder culup kecii, pada penderita
ditemukan tes timulus yang negatif yang menyatakan tidak ada cndotoksin (Jakobsen,
et al, 1995) Kemudian ternyata, bahwa antigen malaria sendirt dapat menginduksi
produksi TNF, yang juga merupakan mediator utama dalam tepadinya gejala-gejala
pada endotoksemia. TNF dapat merangsang sel-sef endotel menghasilkan nitric oxide,
yang juga discbut sebagai “emdothelial derived relaxing factor (EDRF)”. Bzhan ini
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dapat melawan efek vasokonstriksi otomatis, dan menimbulkan vasodilatasi (Busse,
1992; Clack, 1987a; 1987b; Clark, 1991, Lancaster, 1992). Dan seperti telah
dikemukakan sebelumnya, sel darah mersh terinfeksi P folciparum  mengintesis NG
jauh lebih tinggn dari pada sel-sei endotel dan enzim NOS ditemukan dzlam jumiah

tinggi dalam sel darah merah terinfeksi (Ghigo, ef al., 1993).

2.4.10 Hipoglikentia dan asidosis laktat,
Hipoglikemnia merupakan kelainan penting pada malaria.

Hipoglikemia dapal merupakan komplikasi serius yang menyebabkan kematian pada

anak-znak yang menderita malariz. Anak mengalami hipoglikemia lebih cepal karena

mereka mempunyat reserve yang lebib kecil {Warrell, ef «l. 1990). Pada malana
serebral, hipoglikemia dan asidosis laktat merupakan sebab kemsatian utama

(Molineux, eraf, 1989; Warrell, er al., 1990},

Mekanisme terjadinya hipoglikemia diperkirakan antara lain karena

1. Berkurangnya masukan gula karena penderita kurang makan.

2. Berkurangnya jumiah persediaan glikogen dan  tenadinya  penurinan
gluconeogenesis dalam hati karena turunnya intake glukosa dan kelaparan yang
menyebabkan penurunan aliran darah ke hatt (Warrell, er af, 1990).

3, Tenadinya hiperinsulinisme karena Quinine atae Quinidine (Warrell | er af., 1990),

4. Konsumsi glukose yang tinggi, baik oleh parasit malaria maupun oleh hospesnya
karena metabolisme yang tingg karena demam dan infeksi {Warrell, ef af, 1990),

3. Hasll kerja dan TNF. TNF memang meningkatkan konsumsi glukose pada organ-

organ (Clark, ef al, 1987, Grau and Behr, 1995; Lang, 1995). Secara klinis telah
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dibuktikan adanya korelasi antara hipoglikemia dan kadar TNF dan 1L-1 padz anak
yang menderita malaria (Cirau, ef af | 1989d; Kwiatkowski, ef af | 1990).

6. Antigen malaria dapat menyehabkan hipoghkemia pada binatang percobaan, baik
secara langsung atau dengan menstunulir produksi insulin oleh sel-sel beta
kelenjar adrenal (Caro, et f, 1996; Jakobser, ef af. 1995 Taveme, ef al, 1990
Taylor, ¢t al., 1992). Efek tersebut tidak terjadi pada hewan yang telah dimunisast
dengan antigen malana { Taverne, of g, 1990

7 Laktat dapat terzkumulasi bila terjadi glikolisis anerob dan melampmn daya
pembersihan {cfearance) hati. Hipoglikemia dan penimbunan lakter dapal teriadi

pada tempat-tempat di mana terjadi sekucstrasi {Jakabsen, er al | 1995)

2.5, Stimulasi das Hambatan Froduksi TNF pada Malaria.

2.5.1 stimulasi produksi TNF pada monosit olek autigen parasit malaria.

Picot, er af (1990) mula-mula menemukan bahwa monosit yang dibiakkan
bersama denpan scl darab merah teninfeksi parasit malara akan memfagositic sel darah
merah tennteksi tersebut dan memproduksi bahan yvang mempunyal ofek sitotoksik
yang kemudhan dikenal sebagal TNF. Kemudian termyala antigen - antigen yang
dibuat  dari produk sel darah merah terinfeksi, juga menunjukkan kemampuan
menstimulie produksi TRNF pada monosit dalam kultur, yaitu supemnatan suspensi sl
darah merzh tkus vang terinfeks: (Bate, ¢f @, 1988; 1990a,b,c), medium sisa kulur
{Tavermne, et af, 1990, 1990b; 1990c), serta sel darah merah terinfeksi vang di-lisis
dengan akuades (Bate, ef ol 1994a). Kwiatkowski, ¢f &.(1989b), dengan mengamati

ko-kultur monosit dan parasit malania, mengidentifikasi saat-saat terjadinya stimulasi
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maksimal produksi TNF dihubungkan dengan tahap-tahap dan  siklus entrositik
parasit. Ternyata puncak produksi TNF terjadi bertepatan dengan puncak densitas dari
bentuk cincin. Berarti stimulasi tertinggi terjadi saat pecahnya sizon dan sel darah
merah yang dihuninya, sehingga merozoit dan sisa-sisa eritrosit berada/tersebar di

dalam medmum. Lihat gambar 2.9,

tal

QB 12 B P4 30 MG o4F 48 54 B0 88 T

jel

208 12 18 24 3B 42 48 54
T:m[[ﬂ]'

Gambar 2.9 Produksi TNF dalam ko-kultur monosit dengan sel darah merah terin-
feksi P. falciparum :
A. kurva kadar TNF dalam supemnatan.
B, Kurva kepadatanmasing-masing stadium :
<% = Sizom
* = Cincin
Sumber . Kwiatkowski, et al., 19890 fig 3
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Jakobsen, et al. (1995) menamakan produk-produk parasit yang dapat menstimulir
dihasilkannya TNF ini sebagai “toksin™ mialanz, dan menyamakannya denpan LPS,
tetapi aktivitas toksin malaria tidak dapat di-“blok™ dengan Polymyxin-B dan
menunjukkan reaksi negatif denpan Limedus omoebocyte lysate. Lagi pula toksin

malaria tidak menggunakan CD14 sebagal reseptor.

2.5,2 Korelasi antara kemampuap antigen menstimulir produksi TNF pada

sistim én vitro dengan gejala klinik malaria.

Uszha mencar korelasi antara kemampoan menstimulir produksi TNF dari parasit
malara, dengan gejala  khinis dan  patogenitas yang dilihat pada penderita,
menghasilkan data-data shb_

1. FCR-3, scbuah galur F. falciparem vang dikenal wom-virwlent dan tidak
mengekspresikan antigen RESA pada permukaan sel darabh merah yang
dihuninya, menginduksi TNF dalam kadar jauh lebih rendah dar pada SGE-1,
galur yang mengekspresikan RESA {Picot, af af., 1993).

2. Galur yang mempunyai daya roseting lebih tinggi mempunyai daya stimmlasi
TNF lebih tingg bila dibandingkan dengan strain yang mempunyal daya
roseting rendah (Altan, er af | 1993}

3. lIsolat parasii yang berasal dar penderita malaria serebral menstimulir TNF
lebih tinggi dani pada tsolat dan penderita malaria ringan {Allan, er af., 19935),

4. Tetapt galur-galur yang mempunyai “kmob” {galur yang mempunyai kroh

dianggap  lebih mudah mengalami sekuestrasi — Aikawa, 1988), ternvata
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mempunyal daya stimulasi produkst TNF udak berbeda dengan galur yang
tidak mempunyai kneh (Picol ef af, 1990),

Menurut Picon, e¢f of, (1990 sel darah merah yang tidak terinfeksi, tdak

L]

menstimulir TNE, namun Bate er af (1994b) menyatakan bahwa lisat sel darah
merah  tidak  tennfekst juge mempunyai dava stimulast produksi TNT,
walaupun dalam derajat yang jach lebih rendah {lebih kurang 17200 kah lebih

kecily

2.3.3 Analisis komponen antigen yang menstimulir TNF serta antibodi yang
mampu nem “blok™- nya.
Analisis vang dilakukan atas antipen yang dapal menstimulir produksi TNE
menghasilkan data sehagai henkut
. Selain se¢l dargh merak terinfeks: Plasmrodim seperti vang telah ditulis di atas,
ternyata supernatan atgu medium habis pakar dan kultur P fadciparum juga
mempunyal daya shmulasi produkst TNEF. Juga produk-produk terlarut yang
dickskres: ke dalam PBS vang digunakan uniuk merendam sel darah mergh
teninfeksi, mempunyal kemampuan yang sama (Bate. er af. 1988, Taverne, e
al, 19906, Taverne, ef ol 1990¢)
£ Pra-inkubas manosit dengan IFN-v  memingkatkan produksi TNF (Bate, er af.
L98E)
3. Exo-antigen tersebut tahan pemanasan 100 ¥ © sclama 5 menit {hear siahle)

(Bate, et ad. 1988, Taverne, eraf, 1990b, Taverne, ef af., [990¢)
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4, Penyuntikan antigen kepada tikus menghasilkan antiserum  yang dapat
menghambat produksi TNE (Bate, ef af | 1588, Taverne, ef af. 1990c).

5. Aktivitas inhibisi juga ditemukan di dalam fraksi IgG dari serum tikus
hiperimun, vaitu tikus yang diimunisasi dengan lisat dan sembuh dan challenge
infection, Tetapr antiscrum  yang dibuat terhadap exo-antigen mempunyai
kapasitas inhibist lebih besar dan pada serum dan tikus hiperimun tersebut
(Bate, et af., 1990, Taveme, f af., 1990c).

6. Antizerum yang berasal dan tkus yang disunik dengan exo-antigen dari 2.
yowelii, dapat menghalangl induksi TNF oleh exe-antigen F. fafciparum {Bate
1990}, dan antibodi monoklonal yang berasal dari tikus yang disentik dengan
lisat dan sel darah merah teninfeks: P falcipagrum dapal mengeblok strmulas
THNF menggunakan berbagai strain P. fafciparum (Bate, ef al., 1994¢). Demikian
juga terhhal anhubisi silang antara £, fleiparem dan B wvivax pada penderita
{Bate, er af. . 1992b; 1994b).

Analisis antibodifantiserum yang mempunyai daya hambat terhadap antigen yang

menstimulir produksi TMNF tersebut menghasitkan fakta-fakia sebagai berikur,;

I. Dengan cara kromatograft afinitas, dibuktikan bahwa eluat yang mengandung
fraksi 1gM mempunyai dava inhibisi lebih besar dan pada frakst 1gG.

2. Bila fraksi IgG di-eliminasi, hambatan {atas produksi TNF) yang dihasilkan, jauh
ichih keoil dan pada bila yang di-eliminasi frakst Ighd.

3. Bila percobaan dilakukan pada (kus vang tuna sel T {7 cell deficient), titer

antitrodi yang dihasitkan tetap sama.
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4. Suntikan vlangan tidak memngkatkan titer antibodi, berarti tidak ada efek
“hoaster”.

Dan analisis dt atas bisa disimpulkan bahwa antibedi yang terbentuk termasuk isotip

IgM, dan golongan “{-independent”, bersifat “iransiert’’ atau tidak berlangsung

lama, tidak adz efek booster, dan bersifat tidak specifik terhadap species dan galur

tertentu dari Flasmodium (terdapat reaksi silang).

Antibudi yang sejenis ternyala juga ditermnukan pada penderitz malana falcipgrum dan

malaria vivax akut {Bate, ¢f of 1994a).
Kelompok penehiti lain menemukan substansi lain sebagai komponen aktif yang

menstitnulir produksi TNF, antara lain

|. Pigmen maleniz, yang merupakan produk metabolisme hemoglobin dan tetap
berada di dalam parasit, hanya terbebas bila parasit mengalami sizogoni. Menun
kelompok peneliti ini, bagian non-seluler dar kuhiur tidak menstimutir produksi
TNE (Pichyangkul, ef af, 1994, 1997).

Z. Molekul glikosil-fosfatidil-ingsitol {Schofield and Hacket, 1993; Schofield, er
af., 1993).

3. RESA (ring-infected eryihrocyte surface amtigen) - (Picot, er cf 1993).

2.5.4 Coupling fosfolipid dengan protein karier menghasilkan produksi
antibodi 1g(= yang dapat bertahan lebih lama.
Kalau di atas telah diuraikan bahwa antibodi yang dibentuk terhadap amtigen yang
menstimulir produksi TNF adalah dari fraksi IgM sehingga mempunyai umur singkat,

maka Bate beserta kelompoknya (Bate, ef a@l.,1993) berhasil menemukan cara untuk
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menghasilkan antibodi tipe 1gG dengan cara meng-coupiing Pl (mesitol-fosfatidil)

kepada protein yang biasa digunakan sebagai protein karier, yaity KLH (key-fole

ftmpet hemocyanine).

Tiga kali suntikan PI yang dikonjugasikan kepada KLH menghasilkan efek sebagat

berikut :

1. Antiserum mempunyai efek bloking 100 kali bila dibandingkan dengan antiserum
hasil satu kali suntik,

2. Dapat memperpanjang produksi anttbodi dan 30 hart menjadi 60 han.

3. Mempertinggi titer megadi 10 kali,

4. Alktivitas bloking berada pada fraksi [gG

Tikus yang diimmunisasi dengan aniigen ini menunjukkan perbaikan klinis dan tidak

menunjukkan hipoglikemia,

Penemuan Bate ini member harapan untuk dapat memperoleh vaksin yang dapat

merangsang respon imun lebih lama dan efektit dan pada sekedar respon Igh yang

transien.
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BAB 3

KERANGKA KONSEFTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerzngka Konseptual Penelitian.

3.1.1 Daritinjauan pustaka, dapat disarikan hal-hal sebagai herikut :

Dari hasil temuan di laboratorium manpun di klinik diperkirakan bahwa TNF
mempunyai peran dalam terjadinya gejalae-gejala  klinik malariz, yaim :
demam, anemiz, hipoglikemia dan asidosis laktat, malaria serebral, gangguan
fungs: hati, edema parw/ARDS (adult respiratory distiress syndrome),
gangguan fiings: ginjal, serta gangguan kardievaskuler dan syok.

Salah satu mekanismenya adalash melalui peningkatan proses sitoaderens dan
sekuestrasi sel darah merah terinfeksi parasit stadium lanjut (trofozoit dan
sizon) di dalam pembuluh darah kecil di dalam organ, sehingga terjadi proses-
proses Jokal di situ yang dapat mengganggu fungsi organ yang bersanglutan

Proses sekuestrasi ini terjadi pada infeksi P. falciparum.

3. P. vivax, dilaporkan tidak mengalami proses sekuestrasi, melainkan tetap

DISERTASI

beredar di dalam sirkulasi darah. Oleh karena itu proses patalogi diperkirakan

tidak berhubungan dengan seluestrasi sel darah merah terinfeksi di dalam

Organ.

. Secara im vitro, parasit malania dan produk-produknya dibuktikan dapat

menstimubr produksi TNF pada biakan monosit. Produksi TNF ini ternyata

aniigen dose - dependent. Tetapi secara klinik terdapat fakta yang berbeda-
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beda tentang hubungan derajat parasitemia dengan beratnya gejala klinik
malaria.

5. Stimulasi produksi TNF pada monosit ternyata dapat dihambat oleh antiserum
vang dibuat dengan penyuntikan antigen malaria pada tikus. Termnyata dlocking
antibody ini juga ditemukan di dalam serum penderita malarta alut, dan
terdapat reaksi silang di antara berbagai spesies flasmodium dan di antara

palur-galur . falciparum.

Dari sari kepustakaan tersebut, dapat direka skema untuk mempermudah
pemahaman secara menyeluruh dalam rangka menuju penyusunan kerangka
penelitian, yang dalam gars besarmya memua ;

I. Peran TNF dalam patofisiologi timbulnya gejala klinik malaria pada malaria
falciparum dan malaria vivere {gambar 3.1.1.a.).

2. Petkiraan peran bdlocking aniibody pada malaria fafciparun dan malaria vivay
(zambar 3.1.1.b.).

3. Penjelasan detail proses patofisiclogl yang terjadi pada sekuestrasi dan
akibatnya pada penderita malana falciparum | serta perkiraan peran blocking

antibods 41 sana {(gambar 31,1 ¢).
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Gambhar.3.1.1.a. PATOFISIOLOGI MALARIA FALCIPARUM DAN MALARIA VIVAX
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Gh.3.1.1.b. PERAN BLOCKING ANTIBODY PADA MALARIA FALCTPARUM DAN MALARIA VIVAX
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Gambar 3.L1.c. SKEMA PATQFISIOLOGI DAN PERAN ‘BLOCKING ANTIBODY' PADA MALARIA FALCIPARUM
Detail proses di dalam organ yang menpalami sekpestrasi,
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3.1.2 Penyusunan kerangka konseptual penelitian :

Setelah penelusuran kepustakaan dan penggambaran persn TNF pada
patofisiologi malaria serta peran faktor penghambat produksi TMF  dalam
menurunkan gejala klinik malaria, dapat disusun kerangka konseptual penelitian
schaga: benkut
1. Bentuk dan beratnya penyakit malaria dipengaruhi banyak faktor antara lain

faktor spesics dan galur parasit serta kemampuannya dalam menstimulir
produksi TWF, respon imun dan kepekaan penderita, serta tingkat endemnisitas
dan derajat pemaparan.

2. Dengan mengingat babwa Indonesia terdiri dart berbagai daerah dengan
keancka-ragaman hayati serta tingkat endermsitas malana yang berbeda-beda,
maka perlu diteliti apakah di daerah hipo-mespendemik Lombok, TNF juga
berperan dalam timbulnya gejala malaria.

3 Juga periu diteliti, apakah di daersh hipo-mesoendemik Lombok, dalam
serum-serum penderita malaria ditemukan adanya aktivitas Sfocking anribody
yang menghambat produkst TNE, yang juga berperan dalam menurunkan
gejaba khnik. Diharapkan dapat ditemukan reaksi silang di antara palur-galur
P. falciparum deri berbagei daerah endemik di Indonesia maupun antara P,
Jateiparum dan P, vivax,,

4. Tetapi adanya perbedaan fistolom antara F. fafciparumr dan P owvivex, yaitu
adanya proses sekuestrasi pada /. falciparum, yang dapat menyebabkan

akumulasi atau tertahannya TNF dan antibodi di dalam orgen tempat
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sekuesiras, maka dapal terjadi perbedaan - perbedaan kadar TNF maupun

kadar docking antibody dalam serum penderita kedua macam malaria.

Butir-butir kerangka konseptual itu dituangkan dalam skema pada gambar 3.1.2,

Oleh karena pembultian adanya dlocking antibody membutuhkan langkah
penelitian lebih lanjut, yang diperkirakan tidak dapat dijangkau dalam penelitian
ini kareng memerlukan tambahan teknologi dan beaya yang tinggi, maka penelitian

akan dibatasi sampai kepada pengukuran aktivitas daya hambat antibodi tersebut .

SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
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Skema Kerangka Konsepiual Penelitian

Pada infeksi P falciparunt

i PARASIT
. derajat parasitemin)

“locking AK

dalam sirkulasi

“incking 5"_{,&?" '

dalam orpan

Adunys sekueatrasl kemongkinan berakihat :
L. Akumulasi TNF dalam argan -> kadar TNF datam sivkulasi 1ebih keeil.
I. Antibodi terpusat dalam organ Ji mana antgen mengalami sckoesirasi
-= yotibodi dalam sickelasi kecil.

Fada infekst P vivex

. PARASIT:
{dergjnt pardsitémia)

“hlocking AB™

3
5
N
D
N

dalam sirliulasi

Tidak adanyg sckuestrasi berakibat -

1. TNF berada dalam sirkulasi =< fuga vampai ke-
mikiragirkulasi dalam nrpsn secara merata,
2. Antibodi hercdar merata dalam sirkolasi & organ.
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3.2 Hipotesis Penelitian

3.2.1 Hipotesis umum :

TNF herperan dalam timbulnyg gejala klimk malaniz #fefciparwmr dan malang
vivax di  daerah hipe-mescendemik  Lombok, dan  terdapat faktor yang
menghambat produksi TNF dan  menurunkan gejala klinik malaria dalam serum

penderita-penderita malaria di daerah hipo-mesaendemik tersebut.

3.2.2 Hipotesis kerja ;
1. Terdapat korelasi antara derajat parasitemia dengan beratnya gejala klinik pada
pendenta malaria fofcirarem dan malana vaeer du dacrah hipo-mesoendetnik

[.ombok

k3

Terdapat perbedaan kader TNEF antara penderila malana fafciparam dan

malana viverr di daerah hipo-mesoendemik Lombok.

3. Terdapat korelasi antara kadar TNF dengan derajat parasnemia pada pendenta
malania felviparum dan malaria viver di daerab hipo-mesoendenik Lombok

4. Terdapat karglast amtara kadar TWF dengan beratnya gejala klintk malana pada
penderita malana fafciparim dan malana viver di deerah hipo-mesoendemik
Lombok.

% Serum pendenta  nealang  fafciparam dan malana waerr di daersh
hipemesoctidemik Lombok menghambat produkst TNT.

. Terdapat perbedaan besarnya daya hambat produksi TNF di antara serum
pendenta malana fuleiparem dan malana vieex di daergh mpo-mesgendemik
T.ombaok.

7. Tidak terdapat perbedaan besarnya daya hambat (masmg-masing) serum
penderita malaria di Lombok terhadap  stimulasi produksi TNF oleh antigen
dari galur P fadciparum yang berasal dari Lombok dan darni Irian Jaya.

& Terdapat korelasi antara besamya daya hambat terhadap produksi TNF vang

dukur secara in wvitro dengan penurunan kadar TNF dalam serum pendertta,

baik penderita malana fedfeipartm maupen malana v
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Q. lerdapat korelasi antara besarnya daya hambat terhadap produksi TRE dengan
penurunan gejala klinik malaria pada penderita malana falciparumr dan malana

viverr di daerah hipo-mesoendemk Lombok.
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BARB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian.

Uniwuk menfawab  permasalahan dan mencapal tujuan penelitian, digunakan
rancangan penelitian korelasiongl guna menganalisis hubungan antara variabel-varabel
vang diteliti dalam suatu penelitian observasional longitudinal (Kerlinger, [986;
Zainuddin, 1992). Alasan memilib rancangan korelasional adalah
1. Rancangan i deal untuk menelitt peran TRE dan menghubungkannyva dengan

pemmngkatan atau penurunan derajat parasitermia maupun gejala klink dalam

perjalanan penyakit malaria.

2. Rancangan inr juga sesvan umtuk memantau fuktvas besainya daya hambat faktor
intubis dalam serum pendenta, yang diperkirakan merupakan antibodi fraks ighd
vang bersifat transien, sertz menghubungkannya dengan penurunan pejala klimk
malarea.

3. Terjachnya kendala - kendala dalam pelaksanaan penelitian { lihat bab 6% |

meniadakan kemungkinan penggunaan rancangan yang lain.

Dalam pelaksanaan pengolahan data, penelitian dibagi menjadi dua bagian, yaitu -
|. Peneltian Bagian Pertama dengan twuan membuktikan peran TNE dalam

timbulnva gejala kitnik malana.

74
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2. Penclitian Dagian Kedua dengan tujuan membuktikan babwa dalam  serum
penderita ditemukan faktor vang mempunyai dava hambat terhadap produksi

TNF dan dapat mengurang gejala klinik malaria.

4.2 Bagan Alur Penclitian.

Bagan alur penelitian dapat dilihat pada halarman 81, 82, 83

4.3 Populasi dan Sampel Penelitian,

4.3.1 Populasi penelitian adalah pendenta malana vang dirawat i RSU Mataram
dan Puskesmas Tanjung atau penderita malaria rawat jalan di Puskesmas Tanjung
dan Puskesmas (ianpga.

4.3 1.1 Kntena mklos
1. Penderita malana dewasa {umur d; atas 15 tabun).
2. Bersedia dilakukan pengambilan spesimen darah  beberapa kali
bertunat-furnyl.
4 3.1.2 Krteria cksklusi -
|. Penderita malara berar dengan keadaan umum jelek.
2 Ditemukannya kemunghlinan penyakt lain yang menyertai malaria,

d.3.2 Jumlah sampel:

Digunakan “Tabel penentuan jumlah sampel untuk pehggunaan koefisien
korelast ' {lampiran % : Appendix 13.C., Hulley and Cummings, 1988)
dengan ketentuan-keteniuan schagai benkut

a. koefisien korelas: yang diharapkan r = 0,78

DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
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Referensi : hasil penelitien Karunaweera e af, (1992)
mengenai hubungan antara suhu twbuh pendenita malaria vivax
dengan kadar TNF dalam plasmanya.

b, taraf kemaknaan o = 0,03
karena merupakan sistim bioiogis

c. tingkat f = 0,20

maka jumleh sampel yang diperlukan: antara % dan 13 penderita malaria.
4.4 Variabel dan Parameter yang Diteliti,
4.4.1 Variabel-variabel dalam perelitian ini adalah :

1. Jenis parasit dan derajat parasitemia.

2. Berat-ringannya geala kiink.

3. Tingginya kadar TNF.

4. Tingginya daya hambat serum terhadap stimufasi praduksi TNF,

Daiam penggunaan rancangan korelasional untuk mencari keterkaitan antara
variabel-variabel, tidak diperlukan identifikasi variabel bebas dan tergantung.
4.4.2. Definisi operasional variabel :
4.4.2.1. Jenis parasit penyebab malaria
1. P falciparum (F).
2 P oviwee {V)
4.4.2.2. Derajat parasitemia atan kepadztan parasit dinyatakan dalam

angka 1 sampai 4, yang berarti {Cheesbrough, 1987):

1 ditermukan 1-10  parasit setiap 100 lapangan pandangan

Z ditemukan 11-100 paragit setiap 100 lapangan pandangan

DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
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J = ditemukan 1-10 parasit setiap satu lapangan pandangan
4 — ditemukan lebih dan 10 parasit setap lapangan pandangan
4.4.2.3 Gabungan dari butir 4,4.2,1, dan 4.4,2.2, menghasilkan jenis parasit
dan derajar parasitemia : F1, F2, F3, F4 ¥, ¥2 Vi, V4.
Keterangan : F1 berarti ditemukan /. falciparum  dengan kepadatan 1-
10 parasit dalarn setrap 100 iapangan pandangan mikroskop dengan
pembesaran 1000 kil V4 berart ditermukan 2 wivay dengan kepadatan
lebih dan 10 parasit pada setiap lapanegan pandangan mikroskop
dernean pembesaran 1000 kali.
4.4.2.4 Beratnya gejala klinik malarta.
Parameler-parameter gejala klinik dan knteria gejala malaria berat
dapat dilihat pada tabel 4.1.
Dengan memperhatikan kriteria-kriteria pada tabel 4.1, dapat dibuai
definisi operasional mengenar malara ringan dan malana berat sebagai
benkul
4.4.2.4.1. “Penderita malaria ringan™ adalah pendenta dergan demam
dan secdhaan darab posiof malana tanpa komplikasi sehinpgga tidak
dapat dimasukkan dalam kelompok malana bherat,
4.4.2.4.2. "Penderita mataria berat” adalah pendenta matana dengan
komplikasi (Warrell, e7 af, 1990). Komplikasi dapat berupa
malaria serebral, kecenderungan perdarahan, hiper-pireksia, syok,
hipoglikernia, anemia berat, edema paru, gagal hati, gapal gmnfal,
dengan krtarig kamnplikas seperti vang tercantum pada tabel 4.1
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Tabel 4.1 Ksiteria gejala dan harga laboratorium dalam hubungan
dengan beratnya gejala klinik malana

- —r.,

Gela Gegala Malaria Akut /| Gejalz Malaria Berat /
Gangguan fungsi komplikasi Malaria
ringan
Gemam Suhy 372°C-40"C | = 40°C (hyperpyrexia)
Syok Tensi 70— 90 mm Wﬁm
Hg
Anemia {normositik) Pna: Hb3i-14g% Hb =5 g%
Wanita: Hb5-12
| |2 e 5
Faal hat : !
1. 5G0OT 20 TLYml — 50 IU/m] ¥ 50 TU/ml
2.5GPT 20 T ml - 50 IT/ml > 50 1UMml
3 Bilirubin total 0,9 mg% - 3 mp% > 3 mgl%
: Faal ginjal
1, wolume ygrine < 400 mbthan
2. ureum serum =40 mga {
3 kreatinin serum >1,8 mg% !
e o W " T ) |
Hipoplikemia : {rlukosa darah 40-65 (rluzkosa darah < 40
: mfdl mig/dl
Hiperparasitemia > 5%
Makroskopis | uring
Hemoglobinuna warna gelap
Kecenderungan Petechiae
perdarahan/IC Rumpel-Leed positit
{dissemin. intravascular Perdarahan spontan.
coagulation) ] !
i. Kadar bicarbonat
Asidosis ( <15 mmolliter
[ PH darah < 7,25
Edema paru/ARDS | Sesak, gamb ronsen khas

Konvulsi berulang

2 kali serangan/ 24 jam

SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
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4,4,2,5. Kadar TNF dalam scrum pendcrita, diukur dengan metode
EI48SA - lihat lampiran 3. Dengan menggunakan “4#f " tersebut pada
lampiran 3, orang sehat pada umumnya menunjukkan kadar TNE <10
paefiml

4.4.2.6. Dava hambat serum penderita terbadap prodoksi TNF pada
biakan monosit  vang distimulir dengan anugen malana. Ponsip
pengukuran  days hambat serum im dapat dilthat pada gambar 4.4 dan
anciarr melodanya dapat dilhat pada lampiran 8 Serum pendenta
dapat diangeap mempunyai dava hambat lerhadap produksi TNF
apahila pada percobaan nhitnsi, hasil pengukuran kadar TNF pada
supernatan letib kecil dan pada sumur kontred Besarmya dava hambat
digambarkan dalam persentasi ¢ semakin besar persentasi vang tentulis,

semakin besar dava hamhbat

4.5, Tempat dan Wakiu Penelidian,
4.5.1. Tempat pengambilun sampel -
4.5.1.1. D Bagian Penyakit Dalam Pria dan Penyakit Dalam Wanita, Rumah
Sakit  Umum Mataram, Kabupaten Lombok Barat
4.5.1.2 D1 Puskesmas Tanjung dan Puskesmas {rangea dan daerah sekitarnya,
Kabupaten T.ombok Barat. Kunungan rumah di dusun-dusun tempat
penderita tinggal atau di tempat kerja penderita di Kab. Lombok Barat

- unttuk pengambilan sampet folfene up.
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4.5 2, Tempal penelitian laboratorium ¢
Laboratorum Parasitologi Fakultas Kedokteran UUNAIR, laboratonum Malana
TDC UNAIR, iaboratorium RSU Mataram dan Unit Riset Biomedik RSU
Mataram, laboratonum 4/ fnfeciie Ziekte AZF. Lefden, dan laboratonum
Muedische Microbiologie/ Porasitologie AZN Nijmegen.
4.5 3. Waktu penelitian -
I. Dt RSU Mataram : dan bulan Januan 1993 sampai dengan Juli 1994 (17
bulan) dan bulan Juni sampai dengan Desember 1995,
2. D1 Puskesmas Tanjung dan Puskesmas Gangea dan daerah sekitamya - dar
bulan MNopember 1957 sampar dengan Janvan 1998, Pengumpulan sampef
di Puskesmas tersebut, yang dilakukan sebanyak 4 kali, masing-masing
hanya selama 3-5 hari agar parasit dapat segera dibiakkan di laboratorium,
3. Kultur parasit untuk  pombuatan antigen Plasmodium,  prosedur
laboratorium yang lain serta analisa data, dikerjakan mular 1992 sampai
dengan 2000,
4.5 4 Tenapa penelit! :
Seluruh pekenaan laboratorium, kecuali pengukuran parameter laboratorium
klinik, dikerjakan oleh peneliti sendini dibantu oleh 1enaga dan teknisi terkait,
4.6 Alur Penclitian.

Bagan nngkasan alur penclittan dapat dilihat pada 3 halaman bertlut.
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ALUR PENELITIAN BAGIAN PERTAMA : pada penderita RSU Mataram
Tuwan . 1. Menenkan korelast derajar parasiterma dengan gejala klink malana,
2. Meremtukan korelasi TNF dengan derajat parasitemia.

3. Menentukan korelasi TNF dengan gejala klinik malara.
4. Membandingkan butir 1,2,3 pada penderita malaria fafciparam dan malana viver,

Penderita malaria falciparum

Sampel I Sampel 11 Sampel 1T
+—— 2 _Ghai 7 _GhaT ™
parasil patasil parasit
pejala kiinik eejala klimik rejata klinik
kadar THF kadar THE kadar THE
daya hambal prod THF dava hambat prod TWF

g & Hhan— g a4—— Z-9han —

D ANALISIS

Sampel T Sampel I Sampel ITI

FPenderita malaria vivax
Gambar 4.1, Alur Penelitian Bagian Pertama.
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ALUR PENELITIAN BAGIAN KEDUA-1: pada penderita RSIT Mataram

I. Menentukan adanya dan mengukur daya bambat terhadap rangsangan produksi TNF olek antigen malaria dan mengevaluasi
kinetik daya hambat tersebut pada pendenta malana sampai penderita keluar rumah sakit.
2. Membandingkan besarnya daya hambat tersebut pada serum penderita 7 fadleiparum i I vivex

3. Membandingkan besarmya daya hambat tiap serum {erhadap stmulasi antigen dan dua galur berbeda.
4, Menentukan korelasi besarnva daya hambat tersebut dengan penurunan kadar TNF dan penurunan gejala kiinik malana.

Penderita malaria falciparum

Sampet | Sampel [T Sampel ITI
2 -  hari 2-9hari ™ M

parasit parasi( ANALISIS
gejala klinik ”D gojata klinik \I
kadar TNF | kadar TWF & KURVA
daya hambal prod TRF d'na bambat prod T‘*IF
ﬂ + 2« Qhan P‘ﬁi 2w Qhgn M ﬁ
Sampel 1 Sampe] I1 Sampel 111

Penderita malaria vivax

{zambar 4,2 Aler Penelitian Bagian Keduoa , kelompok pertama.
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ALUR PENFLITIAN BAGIAN KEDUA-2; pada penderita Puskesmas
Tujuan :
1. Menentukan adanya dan mengukur  daya hambat serum tcrhadap rangsanpan produksi TNF oleh antigen malaria dan
mengevaluas kinetik dava hambat tersebut pada serum penderita malaria sampa masa konvalesen.
Membandingkan aktivitas daya hambat tersebut pada serum penderita P falciparum dan . vivax
Membandingkan akiivitas daya hambat secum penderita terhadap stimulas antigen dan dua galur 2. felciparam.

[

g

Penderica malaria falciparum

‘ Sampel i \ Sampel T1 Sampel 111

ﬂ{---—w 1-4 minggu—w ﬂ 4— 3 -4 mingpu — ﬂ
n:> | “:> . D ANALISIS
parasil parasil parasit
dava hambat prod TWE dava hambat pred TNF dava hambal prad TWE
& KURVA
ﬂl— 3 - dminggy —» ﬂ 44— 3.4 mnggu —p ﬂ
Sampel! ] Sampel 11 Sampel TII :'
i
Penderita malaria wvax
Gambar 4.3 Alur Penelitian Bagian Kedua , kelompok kedwea,
DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
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4.6.1 Tahap persiapan :

I, Persiapan alat - alar besar di laboratonum seperii pengaturan suhu dan
kadar CO-2 dari inkubator, daya filtrasi Jaméncar fJow dan sehagainya. Hal
ini perlu dilakukan dalam mennus laboratorium dan sistitn yang baro, baik
di Surabaya maupun Malaram yang digunakan schagal transit uniuk
mecmpersiapkan lransportasi sampel ke Surabaya.

Persiapan dan pengumpalan  media,  reagen, tabung  reaksi,  sempri
dan sebagainya | dJdengan memperhatikan ketersediaannya dalam masa
knsis moneter.

Penulihan waktu  memilih muosim yang tepat uniuk dapat memperoleh
cukup pendenta.

2. Persiapan persjinan dan lokasi penelitian.

4.0.2 Tahap pelaksanaan.
Pengambilan sampel;
A, Untuk pendenita di RSLJ Mataram.
A 1. Pengambilan sampel pertama
Dilakukan pada waktu penderita masuk rumah sakit dan sudah
diketalun kalauw  merupakan  penderita malana dan bersedia
mengikutl penelitian.
A L1 Dilakukan anamnesis mengend keluhan dan nwayat penyakit:
1. *erasaan panas-dingin kumat-kumatan.
i1 Nyen kepala.

g1, Kasa mual dan mauw/sudah nuntah
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segera dibawa ke Surabaya untok dibiakkan. Jadi pada sampel dan
Puskesmas ini dilakukan -

1. Pembuatan sediaan malania

2. Pembiakan parasit malana untuk mempercleh antigen.

3. Pengukuran kadar TNF - yang kemudian termyata
mengalami kendala karena tabung vang digunakan untuk
koleksi sampel tidak sesuai.

4. Pengukuran daya hambat serumn

Pengambilan sampel dari PKM dilakukan masing-masing tiga kal
dengan jarak waktu 3 - 4 minggu.
4.6.3 Pengolahan sampel di laboratorium,
4.6.3 1 Diagnosa parasit penyebab malana dan derajat parasitemia.
4632 Pengukuran parameter-parameter laboratorium klinik yaitu kadar Hb,
jumlah leukosit dan trombaosit, fungsi han dan ginjal.
4.5.3.3 Pengukuran kadar TNF dalam serum pendenita dengan ELISA - lihat
lampiran 3.
4.6.3.4 Pengukuran daya hambat serum pendenta atas stimulasi produksi TNF
pada biakan monosit ~ lihat gambar 4.4
Univk  sjuan  pengukuran daya hambat im diperlukan beberapa
prosedur, yaitu:
|. Penyediaan biakan sel momosit yang akan di-stimulasi dengan

antigen agar memproduksi TNF — lihgt lampiran &.
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2. Penyedizan antigen malaria, waitu sel darah merah terinfeks
Flasmedium folciparum stadium sizon vang di-lisis:
a. pembiakan parasit malaria untuk memperoleh umlah bahan

yang cukup untuk membuoat antigen — Hhat lampiran 4.

tb. pembuztan antigen lLhat lampiran &

3. Pemisahan dan inaktivasi (dengan pemanasan 54 DC] serum
pendenta yang akan dinkur daya hambatnya,

4. Aplikasi antigen untuk stimulast produkst TNE pada biakan
momasit - hhat lampiran 7

5. Aphkast serum pendenta pada butic 4. kemudian diinkubasi selama
4 jam, lalu dipanen supernatannya, untuk disimpan minus 20 derajat
sebelum diperiksa kadar TNF nya.

6. Sistm pengukuran kadar TNEF, untuk mengukur kadar TNE dalam
supernatan hasil stimulasi-inhibisi produksi TNE pada sistim no 5.

7. Penghitungan daya hambat produksi TNF - lihat lampiran 3.

4.6.3 5 Up awal

Uji awal {prefimingry assny) diperlukan untuk menentukan kondisi optimal

untuk menghasilkan efek stmulasi-mhbisi vang maksimal, dengan hasil:

DISERTASI

Jumiah monosit 10° per surmur dengan volume seluruh reaktan 200 ul.
Pengenceran antigen 1:400.
Wakiu inkubasi 4 jam.

Konsentras serumn pendenta 5% sesua dengan biakan monosit.
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L. Sumur Kontrul

, Soluble Ag

Serum oormal —‘

[I. Semur uji aklivitas daya haombal

Serum penderita
Faktor X

butir 1.

Bizkan monosit dengan mediom dan serum normal di-stimulas dengan antigen

Serum penderita diaplikasikan sehagai substitusi serum normal pada sistim

ilt. Penghitungan daya hambai fakior X yang terdapat pada serum penderica

Daya hambat fakior X =

TN 1- TNF
X 10%

Gambar 4.4 Penjelasan cara pembuoktian aktivitas daya hambat faktor
¥ang herada dalam serum penderita malaria secara fa virro

TNF I .
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4.7 Analisis Data,

Dalam penelitian yang menggunakan rancangan korelasional ini, uji-uji
statistik utama yang dipergunakan adalah uji korelasi Pearson, uji korelasi
Spearman rho, dan uji perbandingan harga rata-rata {Munro, Visintamer and
Page 1986, Keringer, 1986; Hulley and Cummings, er af., 1988, Siegel, 1592;
Zainuddin, 1988, Dajan 1994, [Narwanto 1996, Andi 1997).

Untuk up-uji statistik imi, dipilik taraf signifikansi 0,05 karena sampel-sampel
dan pengukoran-penguluran vang dilakukan merupakan atau menggunakan
sistern biclowk sebagar alal pengukuor,

Dalam uji korelasi, dapat dipilih penghitungan koefisien korelasi Pearson
untuk pengujian hubungan antara dua vanabel dengan skala interval atau satu
variabel interval dan vanabel pasangannya dalam skala ordinal, misalnya
hubungan antara hasil-hasil pengukuran kadar TNWF, daya hambat serum,
derajat parasitemia, pengukuran subu fubuh, kadar Hb, uji faal hati (SGOT,
SGPT, kadar biimbin total), kadar ureum, kadar kreatinin serum.

Dalam perbandingan harga rata-rata antara doa kelompok data
misalnya harga kadar TNE rata-rata pada penderita malana berat dan penderita
malana ringan, kedua kelompok data diuji normalitasnya lebih dulu untuk
memilih uji yang akan digunakan s¢lanjutnya, apakah uji parametrk ataukah

non parameatok.
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BAB 5

HASH. PENELITIAN PAN ANALISIS HASIL PENELITIAN

5.1 Pelaksaaaan Pengumpulan Sampel dan Peman{aatannya.

Temnyata target jumlah kasus penderita seperti vang direncanakan, tidak dapat

dilaksanakan.
Pada penelitian bagian pertama, untuk  mengikot kadar TNE secara longitudinal,
hanya 52 penderita malarda di RSU Mataram yang memenuhi kriteria penelitian.
Penderita-penderita ini rata-rata menjalani rawat inap selama 2 sampai dengan 19
han. Pada masing-masing pendenta telah dilakukan 1 sampai 3 kali pengambilan
sampel, dengan jarak waktu masing-masing 2 sampai dengan 9 bhari. Pengambilan
sampel terakhir dengan jarak waktu terpanmjang tercatat 19 han setelah pendenta
masuk rumah szkit. Lihar tabel 5.1.

Untuk penelitian bagian kedua, fluktuasi daya hambat produksi TNF dalam serum
pendenita, pada umumnyz diikuti pada minggy pertama, minggu keempat dan minggu
kemjuh pada sampel penderita malaria dan Puskesmas Gangga dan Tanjung serta
daerah sekitarnya. Tetapi dari 19 penderita yang memenuhi kriteriz, hanya 9 orang
yang berhasil dipeniksa daya hambatoyz karens kesulitan teknis.

Untuk penderita RSU Mataram fluktuasi daya hambat dapat diikuti dua kali, dengan
interval masing-masing 2 sampai 9 har, dan jarak wakt paling lama 19 han

sebagaimana pada penelitian bagan pertama.

20
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Tabel 5.1 Jumlah sampe] yang dapat dilcumpulkan dari masing-masing penderita
malaria di RSU Mataram dan Puskesmas Tanjung dan Gangga.

RSLJ Puskesmas
Jumiah seluruh penderita 52 orang 19 orang
Jarak waktu antara dua pengambilan 2 — © hari 3 — 4 minggu
sampel
Jumlah penderta dengan 16 orang 1 orang
1 kali pengambilan sampel
Jumlah penderita dengan 26 orang 10 orang
2 kali pengambilan sampe]
Jumniah pendenita dengan 3 kah 10 orang 3 orang
pengambilan sampei
Jenis pemeriksaan yang dilaksanakan
pada tiap penderita ;
- Pemeriksaan parasitologi 52 orang 19 arang
- Pemenksaan Hsik 52 orang -
- Pemerniksaan |aboratoris klinik - -
- Kadar TNF 42 orang -
- Dayz hambat produks: TNF 7 orang 9 orang

5.2 Hasil Penelitia Bagian Pertama.

5.2.1 Distribusi penderita malaria sesuai dengan spesies parasit penyebab
dan decajal parasitemianya.
5.2.1.1 Distribusi spesies parasit malaria dan derajat parasitemiz pada
penderita RSU Mataram.
Dari 52 penderita malaria dari RSU Mataram, ditemukan 7. falciparum pada 38
(73,1%) orang, P vivex pada 11 (21.1%) crang dan 3 (5,7%) orang sisanya menderita

infeksi campuran antara P. falciparum dan P. vivaxr. Dan 38 penderita P. falciparum
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tersebut, 20 orang menunjukkan derajat parasitemda 1, sedang 2 orang menunjulkkan

derajat parasiternia 2, dan 3 orang dengan derajat parasiterma 3, serta 13 orang

mempunyai derajat parasitemia 4.

Distribusi spesies dilengkapi dengan derajat parasitemia dan berat-ringannya penyalat

dapat dilihat pada tabel 5.2 dan lampiran 1. Tetapi mengenai beratnya petivakit, akan

dibicarakan lebih lanjut pada bab 5.2.2.2.

Tabel 5.2 Distribusi penderita malania di RSU Mataram berdasarkan jenis
parasit penyebab, derajat parasiternia dan berat -ninganmya

penyakit.
Jenis parasit Jumlah penderita
Spesies Derajat Total (Gejala klinik
parasitemia
Ringan Berat
P. falciparim ] 20 5 5
2 2 2 0
3 3 2 2
4 13 10 3
18 28(73,7%) | 10(26,3%)
P. vivax 1 4 4 0
2 3 1 2
3 1 1 ¢
4 3 ] 2
11 7 (63,7%) | 4(36,3%)
Infeksi campuran ] 3 3
Jumlzh seluruhnya 52 38 (73%) 14 (27%)
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5.2.1.2 Distribusi spesies parasit malaria pada penderita Pushesmas,

Dan Puskesmas Gangga dan Tanjung serta daerah sekitarnya, dar 19 penderita,
ditemukan 15 (78,9%) orang mendenits infeksi P. falciparum dan 4 (15,8%) orang
menderita infeksi F. vivgx, Pada pengambilan sampel kedua, ketiga dan kesmpat
ternyatz 5 penderita mengalami infeksi baru atau super-infeksi. Infeksi tambahan i
semuanyd adalah £ vivay,

Distribusi spesies dan derajat parasitemia dar penderita malana dan Puskesmas
dan daerah sekitarnya dapat dilihat pada tabel 5.3 dan lampiran 2.

Tabel 3.3 [hstribust pendenta malania dart Puskesmas Gangga dan Tanjung
dan sekitamya herdasarkan jers parasit penyebab dan derajat

parasiteniia.
i
Jenis parasit | Derajat parasitemia Jumlah penderita
iy R o'l
F. falciparum I| ] 3
i 2 4
| 3 &
il 4 2z
i t Total 15 {78,9%)
FP. vivax 1 [ 2 i
3 ‘ 2
| |
Total 4 (21,1%)
Jumlah seluruhnya 19
L
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5.2.2 Gejala ktinik penderita malaria.

5.2.2.1 Macam dan diskripsi gejala klinik malaria vang berhasil

dikumpulkan.

Tabel 54 menunjukkan diskripsi hasil pengukuran laboratorium untuk masing
masing jents malana agar dalam selintas dapat dilihat perbedaan hasil pemeriksaan
fisik dan harga-harga laboratorium untuk setiap jenis malaria. ‘Label 5.5 menunjukkan
frekuensi  ditemukannya setiap gejala dun  keluhan pada  penderita  dan
penggolongannya dalam  pejala khimik malaria ningan atas malana berat serta
persentasinya terhadap selurub penderita malaria.

Dan tabel 5.4 dan 5.5 ini dapat diketahui, meskipun tampaknya pada penderita
malana fafciparem pada umumnya gejala klinik lebih nyata, ternyata (idak ada
penderita yang mengalami gejala syok, dan hanya satu penderita yang mengalzmi
hipoglikermia ringan {kadar gula darah amtara 40-65 mg/L). Oleh karena iy, kedua
macam gejala tersebutl, dan gejala-pejala lain di mana tidak ada penderita yang masuk
dalamn knteria penggolongan malaria berat, tidak dimasukkan ke dalam evaluasi
statistk selanjutnya.

Dengan demikian, gejala dapat digolongkan menjadi 5 kelompok yang menyangkut
OTRan/ststim, vaitu:

. zatu gejala yang merupakan data nmominal dan hanya ditemukan pada satu

pendenta vaitu gangguan kesadaran,

4. empat gejala yang merupakan data dengan skala interval/data konting -

a. demam atau peningkatan suhu
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Tabel 54 Hasil pengukuran laboratorum khinik pada £, jadciparam (1,
F. vivax (2) dan mfeks campuran {3).

Spesies ‘
| = Ffalci
parum n** | Minimum | Maksimum | Rata- | Simpan
Gejala klinik 2= viveoe raita | g Baku
3=Mix* J
1 73 36 40,0 373 ) 12
Suhu 2 20 i 39,4 370 012
3 3 372 0 383 376 08
Tekanan darah | 1 73 G0 | 200 13,3 ¢ 162
sistolik : 2 20 100 120 st 76
o L 3 3 100 ! 110 1067 | 58
Kadar glukose 1 73 60 : 236 1049 20
puizsa 2 20 70 158 g2 1.3
. _ 3 4 TR MM, 112 893 | 160 |
Kadar ! 1 Pl ST . 16,6 11,3 2,6 |
hemoglobin 7 A | 51 i 15,3 11,7 272
_ 3 4 106 | 12,4 11,3 ng
Jumlah lekosit ] 73 3.9 21,6 78 34
2 20 | 50 16,4 7.4 2,3
| A 3 4 1 63 6,3 6,5 03
Jumlah trombosit [ rEll - 105 3it 197.3 29 8
2 20 127 213 | 1838 | 243
3 4 198 210 , 2018 5,6
SGOT [ a4 440 170 . 296 | 316
2 20 12 45 . 245 10,2
_________ 3 4 % 30 | 200 9.0
SGPT i 73 & 142 Jl4 251
2 20 1 85 328 | 197
3 4 1 27 23,0 8,0
Kadar bilrutin 1 13 0,24 12,5 1,2 1.9
| total 2 20 0,2 6.3 1,4 1.5
| 3 4 | 068 0,92 07 | 012
Kadar ureum 1 73 15 513 47 4 90,8
darah 1 2 20 15 39 26,5 03
i T P4 1 27 230 2.9
| Kadar kreatinin ] I 73 0,20 7,50 0,97 1,35
| darah 2 20 0,20 1,30 077 | 030
[ 3 4 0,60 0,80 070 | 0,12
= Wix adalah infeksi campuran £, fafciparum dan . vivae
** = nberasal dan “pocled data”. dan selunih sampel (termasuk follow-up)
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Tabel 5.5 Frekuens] masing-masing gejala klinik pada 52 penderita malana di
RSLS Mataram

Nao Guala'keluhan Jumlah penderita |
Jumlah|Persentasi

1 | Keluhan demam dan menggigit 43 83

2 | Kcluhan nyeni képa]a 33 63

3 | Kelubhan mual dan muntah - 31 | 60

4 | Gangguan kesadarsn R

5 | Konvulsi berulang ’ 0

6 | Kecenderungan perdarabian 0

7 [ kterus \ . 12 23

‘% | Demam (=372 ") / hiperpireksia (=40" C)* 33/2| €374
9 | Syok (tekanan darah <70 mm Hg) D

10| Tanda-tanda edcima paru ™ By )

1| Ancrua (L:5-14 g5, P:5-12 g%) / anemia berat (<5 g%:)* 4141 Tar2
12{ Trombositapenia {<1(0.000/ml) 174 8

13| Asidosis {kadar bikarbonat <15 mmol/1.) Tidak diwkur
14| Hipoglikemia {40-63 mg%) " ] 2

13| Peningkatan SGOT nngan (20-50 1Limbyberat (=50 1UMmIY* | 25/ 5| 4%/ 2
16| Penungkatan SGPT singan (20-50 [W/mlWberai (=56 110¢/mly* |25 ¢ 10] 48 ¢ 19

17| Peningkatan kadar bilirubin ringan {0,9-3 mg% Yberat ITIT| T3
(=3 me%e)*

13 | Hemoglobinuria L

19| Peningkatan kadar ureum (>40 rﬁg"f&} < 17

201 Peningkalan kadar kreatimin {>1 % mg%) - 4 8

* = menunjukkan knteria penggolongan gejala malaria berat untuk komporen
gejala tersehut.
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b. anemia atau penurunan kadar hemoglobin
¢. gangguan funpsi hati dengan indikator yang terdiri dan peningkatan
SGOT, SGPT, dan kadar bilirubin total
d. gangguan fingsi ginjal dengan indikator berupa peningkatsn kadar
ureum dan kreatinin serum.
Temyata hanya ditemukan paling hanyak 4 macam kelainan secara bersama-sama
pada settap penderita. Frekuensi jumlah gangguan sistim yang dialami pada setiap

penderita dapat dilihat pada tabe! 5.6,

Tabel 5.6 Distribusi penderita menurut banyaknya organ/sistim yvang
terganggu pada penderita malaria di RSU Mataram.

Jumlah gangguan/ Jumlah penderita | Jumlah penderita
gejala yang ditemukan mal&ria Tingan maiaria berat Jumlah
1 4 \; 5
2 8 2 10
3 2] 2 23
4 5 o 14
Jumiah total 38 14 52

5.2.2.2 Proporsi jumlah penderita malaria ringan dan malaria berat.
Penggolongan menurut berat-ringannya malaria menunjukkan bahwa dari 52
pendlerita malana di RSU Mataram, 38 (73%) orang menupjukkan gejala klinik
malaria ringan dan 14 (27%)} orang dapat digolongkan penderita malaria berat (lihat
tabel 5.2.1.1.). Temyata gejala malaria berat juga dapat ditemukan pada pendesita
dengan derajat parasitemia ringan,
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Propors jumnlah mafaria berat pada kedua spesies parasit, yaitu 26,3% (10 dan 38
orang) penderita P fafeiparam, dan 36,4% (4 dan |1 orang) penderita /. vivay,
ternyata tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna (¢hi kwadrat - p = 0,516). Ini
berarti bahwa £, wivax juga dapat menyebabkan malaria berar.

Pendenta malarig berat secara bermakna menunjukkan gangguan fungsi lebih
banyak organ damn pada penderita malaria ringan {chi kwadrat: p = §,026) dapat dilihat
pada tabel 5.6 vaitu dari 14 orang penderita malana berat, 9 penderita menunjukkan

gangeuan/gejala vang melibatkan 4 organ.

2.3 Hasil pengukuran kadar TNV pada penderita dan Auktuasinya.

Dan 52 penderita RSE] Mataram, hanya 42 vang dapat diukur kadar ‘TNF dalam
serurmnya. Hasil pengukuran kadar TNF dalam  serum masimg-masing  penderifa
terschut dapar dilihat pada tabel induk pada lampiran 1.

Gambaran kadar TNF rata-rata vang ditunjukkan pada tabel 5.7, menyatakan bahwa
TNF pada umumnya dapat dideteksi pada sampel-sampel penderita mafanz, dan kadar
TNF rata-rata tersebut meningkat pada sampel-sampel kedua {(foffow-up pertama),
kemudian menurun drastis pada sampel ketiga (fodfow-up kedua), vaitu pada wakiu
penderita menyembuh, dengan perbedaan yang bermakna terhadap kadar rata-rata
TNF sebelumnya (uji 1 atas perbedaan harga rata-rata pada sampel berpasangan: p =
(3,025).

Hal im menunjukkan bahwa kadar TNF dapat diukur pada penderita-penderita
malaria, serta dapat terjadi fluktuasi kadar TNF, dan kadar tersebut menurun pada
pendenta yaneg menyembuh.
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Tabel 5.7 Kadar TNF rata-rata dalam sequm penderita RSU Mataram pada
sampel-sampel pengambilan pertama, kedua dan ketiga (foffow up).

Sampel ke n Harga TNF rata-rata Ui satistik
pe/m}
1 42 223,23 GLM untuk | Uji t sampel
sampel ke ke 2 dan ke 3
2 30 353,44 1.2 dan 3 !
3 ¢ 7,33 p—0384 |p=0025

Fluktuasi harga rata-rata kadar TNF pada sampel yang diambil secara bertunut-

turut tersebut ditunjukkan pada gambar 5.1 ini :
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CGrambar 5.1 Kurva fluktuast kadar TNF rata-rata pada pendetita malaria
di RSU Mataram
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5.3 Anabisis Hasil Penelntian Bagian Pertama.

5.3.1 Perbandingan ksdar TNF pada penderita malaria falciparam dan

malaria vivax

Kadar TNF rata-rata pada pendcrita malana fafeiparam (309,77 pg/ml +/-
£73,18), lebih tinggi secara bermakna {p = 0,017} dar padz kadar TNF pada penderita
malana v (11902 pe/ml +/- 282 61). Sedang kadar TNF rata-rata untuk infekst
campuran (11,48 +/- 16,65 pg/ml} juga berbeda secara bermakna dari pada malana
Falciparam {p = 0,022) Lihat tabel 5.8

Tabel 5.8 Kadar ratg-rata TNF pada sampel serum penderita malaria
Sedciparnm, malana vivax dan micksi campuran

: !

i Spesies parasit o | Harga TNF rata- Perbedaan hean !
! : : rata, pe/ml p ‘I
CM falciparim L _F 309,717 Mann-Whangy U 1
: : : PE-Pv. . p= 0017
M ovae, 17 | 119,02
: | A i :
: | i Kruskal-Wallis
i Infgks campuran | 3 11,48 antara ketiga jenis malana :

[ ! p=10,022

|

532 Perbandingan kadar TNF pada penderita malaria berat dan

malariz ringan.

Ternyata kadar TNF rata-rata pada malaria berat, lebih tinggl dan pada pendenta
malana ringan, meskipun perbedaan tersetwit secara stahisuk udak bermakna (p =
0,226 pada v tuntuk 2 sampel independen}. [ihat tabel 5 .
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Tabel 5.9 Kadar TNT rata-rata pada saimpel-sampel serurn penderita

malaria berat dan malana \ingan.

101

Beratnya malaria n TINF rata-rata Simpang 1ji statistik
op/mi baku {-independent
L
{  Malasia berat 18 407,80 943,25 p= | Conf inr.
: 0,226 -124,05-
Malana rinpan | &0 211,40 453 16 516 85

5.3.3 Korelasi antara derajal parasitemia dengan gejala klinik

Analisis korelasi antars derajat parasiterma dengan gejala klinik pada seluruh

pendenita {malafa falciparym dan malaria vivax)

Tabel 5.10 Korelasi antara derajat parasitermia dengan gejala klinik pada schuruh
penderita malaria RSU Mataram (malaria. falciparum dan malaria

DISERTASI

Vv ).
Korelasi dengan derajat parasilemia
Gejala - pada seluruh pendenta
Klinik ! (., falciparum & m. viva)
r P n
Suhu 0,346 0.00] 96
Th 0,061 0,551 97
SGOT 0.08% 0,353 g7
SGPT 0,173 0,090 97
Bifbm | 0,223 0.028 57
Ureum 0,042 0,680 97
Kreatimin 0,061 0,554 97
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Dari tabel 5.10 ini dapat dilihat bahwa bila ditinjau dari seluruh pendenta,
korelasi antara derajat parasitemia dan gejala klinik, hanya ditemukan pada dua
komponen gejala klinik, yaitu peningkatan subu dan peninpkatan kadar bilirubin,
yang merupakan komponen-komponen gejala yang tidak mencerminkan gangguan
fungsi organ yang bersangkutan

Oleh karena itu, dicoba melakukan analisis secara terpisah antara malaria
faiciparum dan malaria vivax, Dari analisis terpilah itw, dapat dilihat adanya perbedaan
antara P. fafciparum dan P. vivax.

Tabel 5.11 Karelasi antara derajat parasitemia dengan gejala klinik pada
pendenta malana jolciparum.

Korelasi dengan derajat parasitemia pada
malaria falciparum

r p n

Suhu 0.328 0,003 7

Hb 0,029 0743 73
SGOT 0,069 0,565 7
SGPT 0,120 0311 73
Bilirubin 0,189 0,110 73
Ureumn 0,036 0,760 73

: Kreatinin 0,048 0,686 13

Pada penderita malana fafciparum (tabel 5.11) terlihat bahwa
1. Korelasi yang bermakna hanya ditemui antarz derajat parasitemia dengan
gejala demam (r = 0,328, p=0,005).
2. Untuk gejala-gejala fain, dipercleh koefisien korefasi Kecil dan tidak

bermakna.
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Tabel 5.12 Korelas antara derajat parasitemia dengan gejala khimk
pada pendcrita malaria vivax.

| i
1 Korelasi dengan derajat parasiteniia )

S __pada malana vivers

r P n

S Sube 1 0473 0,035 W ll
T Hb | -0170 (1474 20 !
SGOT 0,242 0,304 20 1
 SGPT {0432 | 0057 0 :
Bilirubin 0395 | 0085 20 !
Creom (gD #5 Ak B TYor N _zm__]
Kreatitin II 0,21 0,247 20 ]

Sedang pada penderila malang wvar {tabel 5,12) dapat dilihat bahwa
1. Korelasi yang bermakna juga ditemukan antara deragal parasiiemia dengan
demam {r = 0,473, p=0,035).
2. Untuk ggala  yang lam, meskipun kerelasi tidak  bermakna, tetapl
memperlihatkan koefisien korelasi yang lebilh besar dam pada pendenta

malaria faleipxariing.

5.3.4 Korelasi antara kadar TNF dengan derajat parasitemia.

Tabel 513 Korelasi antara kadar TNF dalam serum dan derajat parasitemia
penderita malania falciparum, malang vivay, dan infeksi campuran

‘Derajat pEésit_enﬂa_i "~ Korelasi dengan kadar TNF
(1/d4) ] - " .
" Talaria falciparum ﬁ Z 0,096 58 |7 o472
malaria vivers 0,027 17 0,919
[ infeksi campuran | 039 | 3 | 071
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Dari tabel 5.13 dapat dilihat bahwa tidak ada hubungan antara kadar TNF
dengan derajat parasitemia, pada malaria falciparum (=0,096; p~0,472}), malaria vivex

{r= 0,027, p= 0,519), mavpun infeksi campuran (1=0,396, p=0,741).

5.3.5 Korelasi sntara kadar TNF dengan beratnya gejalz klinik malaria.

Tabel 5.14 Korelasi antara kadar TNF dengan gejala klimk pada
penderita malaria falciparum di RSU Mataram.

Crejala Korelasi dengan kadar TNF pada
Klinik mazlaria falciparum

r P n
Suhu -0,173 0,197 57
Hb 0,161 0,232 57
SGOT -0,029 0,832 57
SGPT 0,001 0,995 57
Bilirubin -Q,099 0,462 57
Ureum 0,050 0,508 57
Kreatinin -0,099 0,462 57

Dari analisis atas penderita malaria fafciparum (tabel 5.14) dapat dilihat bahwa
tidak ada korelasi yang bermakna antara kadar TNF dengan gejala klink.
Tetapi analisis atas penderita malaria viver (tabel 5.15), menunjukkan hasil sedikit
berbeda :
1. Terdapat korelasi positif antara kadar TNF dengan indikator - indikator
gangguan fungsi hati (r = 0,631, p = 0,007 untuk SGOT danr = 0,437, p =

0,079 untuk SGPT), kecuali kadar bilirubin total.
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2. Khusus untuk bilirubin total, memang tidak terdapat korelasi dengan kadar
TNF {r= -0,164; p=0,529), demikian juga untuk gejala demam dan anemia.
3. Untuk gangguan fungsi ginjal, meskipun tidak bermakna, tedihat koefisien

korelasi yang lebih besar dan pada penderita malaria filciparuinr.

Ini dapat dianikan bahwa pada infeksi P wivex peningkatan kadar TNF dapat
mempunyai hubungan dengan gangguan fungsi hati, dan dapat berpartisipasi pada
gangguan fungsi ginjal.

Tabel 3,13 Korelasi antara kadar TNF dalam serum dengan gejala klinik
pada penderita malania vivaxr di RS Mataram

Korelas) dengan kadar TNF pend. malaria wivere ]
r p n
Suhu - 0,107 0,681 17
Hb 0,144 0,581 17
SGOT 0,631 0,007 17
SGPT 0,437 0,079 17
Bilirubin - 0,164 0,525 17
Ereum 0,326 0,201 17
Kreatinin 0,265 0,304 17

.3.6 Korelssi antarz kadar TNF dengan gejala klinik pada malaria
rimgan dan malaria berat.
Pada pemilahan kasus malaria ringan dan malaria berat terlihat bahwa pada kasus-
kasus malaria berat, korelasi positif yang bermakna dengan kadar TNF hanya

ditemukan pada kadar Hb pada malaria vivey.
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Tabel 5.19 Hasil pengukuran dayz hambat serum penderita terhadap produksi TNF secars in vitro
dmatmhmpmgmnhﬂmsm:peldmpurmtymgdﬂm:kmdﬂmmﬂ:mh&pusm
Puskesmnag RIU Materwm
Bpcawcs | Days hambat Spesits | Drya hombed
MNo. | Mo | Hard parasit | produksi THE Ma | Mo | Hari | parasi | peoduksi THF
kode | san- dan e kode | sam- dan %)
No. | pend | pot | sskit | deveiat Antigra No | peod | pel | sakit | domjat | Antpen
Pl 1 15 | G5 pHEL 15 | G5
teTia lemia
t 1 8 [ 1 vi [T o {212 4V 12 125
1 49 | Neg | 17 17 _ 2 | 4 4V
3 10 1V 75 0
2| 9 [ 1 i 1 | Fa 0 6
2 |25 | Neg | 0 | o J2]200 1} 1 4F L G
7N y 5| _IFG
(a1l 1| 18 | N | o 12 3 iz | FG 0 9
2 I F2_§ 0 20
31 2 Temin {18 6 3 [ m {1 5 | aF I 0 |0
g 44 VI 15 40 9 0
3 15 0 26 0
4 a5 [ 1 7 Fi 33 vl T o [ WS
z | 1 Neg 0 2 4 | 32 | 1 2 G | 0
B 3 st Ncg LI N z | & LF+G
1| Sl 0 16 0
5 16| 1 2 | F2_ | 3 | 1s ! il I
T 2 % Neg | 16 32 5 1 33 TSI IF s | 68
1 4 0 |
3 il 0 60 &
& | 17 | 1 7 Fl 8 | a7 N
P2 T 51 | Neg | a6 | 59 |6 52| 1 1_[3FG | 19 | 0
3 50 Neg | © 0 7 10 0
B - 3 | 18 0 33 9
NN R 02 £
2 5 V3 ig I8 7 | 56 | 1 2 [ av 61 23
| 3 44 V1 29 54 2 11 0
] Y L 18 | o 42 | 34
5 20 [ 3 F3__| 32
6 | Neg | i6 .
3 | 45 | Neg 0 N
o | 23 [ 1 3 F1 | 30 | 24
: | Weg 3 0
3 a5 Neg | O 0 I
L5 = Husll ponguilunen dih feeTeissl misum penderibe et fonsentresi 5% bevivades siimuies snligen peby Lo-2
yang beraeal deri Lok
G5 = Hugll penguicuren deys hambal sarurn pendaris debem konesniragd 5% becraoen stk wotioen
G-Z300 yang ol curl {rian Jeya/Papun.
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5.5 Amalisis Hasil Pengukuran Daya Hambat Produksi TNF dalam Serum

Penderita Malaria.

3.5.1. Analisis perbedaan harga rata-rata daya hambat serum penderita dan
korelasi hasil pengukuran daya hambat terhadap stimulasi kedua
macam antigen yang dipakai,

Un t pada sampel berpasangan menunjukkan tidak ada perbedaan vang bermakna

antara hasil-hasil pengukuran pada L-5 dan G-5 {(p = 0,301}

Tabel 5 20 Perbandingan harga rata-rata daya hambat produksi TNF dari
serum penderita terhadap stimulasi antigen La-2 dan G-2300.

|_ Harga rata-rata (%a) .- p |

‘ | daya hambat serum frenired samples r-test ‘

' L-5 21.80 0,301

r—- de s — CE: Lower -364 |
G-5 : 17 4% Upper (11,49 ‘

L R — e

L} korelasi Pearsen juga menunjukkan ada korelasi besamya daya hambat
produksi TNF terhadap stimulasi dengan kedua macam antigen { 1 = 0.472; p =
0.001),

Oleh karena itu, amabisis selanjutnya hanya akan dikerjakan untuk daya hambat

terhadap salu macam antigen, yaitu Lo-2 yang merupakan galur lokal dan Lombok.

23.2 Fluktuasi barga rata-rata daya hambat serum penderita pada L-5.
Harga rata-rata yang diperoleh pada sampel-sampel pengambilan pertama dan
ketiga dari RSU dapar dibaca puda tabel 5.21. Jlarga rata-rata yang diperoleh dari
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sampel-sampel pertama, kedua {pada foliow up pertama) dan ketiga (foffow up kedua)
penderita Puskesmas tercantum pada tabel 522 Kurva flukmuasi daya hambat
produksi TNF rata-rata scpamjang penelitian untuk penderita-pendenta RSU dan
Puskesmas dapat dilihat pada gambar 5.4

Tabel 521 Harga rala-rala daya hambat pada serum penderita RSU Mataram
untuk sampel-sampel pada pengambilan pertama dan ketiga.

Sampel 1 ! Sampel 111

Ibaya hambat 18,22 | 34 41

Dan tabel 522 dan gambar 54 dapat dilihat adanya penurunan dava hambat
sefum pada sampel-sampel yang diambil pada masa konwvalesen, yaitu pada minggu
ketujuh (untuk pendertta Puskesmas). Flal ini juga dapat dilihat pada gambar 5.2 dan
5.3, Berbeda dengan daya hambal yang terukur pada sampel-sampel dari RSl
Malaram vang malah meningkat pada pemeniksaan terakhir.

Tabel 522 Harpa rata-rata daya hambat serum penderita Puskesmas untuk
sampel-sampel pada pengambilan pertama, kedua dan ketiga,

' Sampel 1 Sampel 11 Sampel il
fntingeu keempat) (minggu ketujuh}
| Dava hambat 2552 2027 11,95
|
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o
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Gambar 5.4 Kurve harga rata-rata daya hambat serium penderita RSU
mataram dan Puskesmas dengan sistim L5
5.5.3 Perbandingan daya hambat serum penderita F. falciparum dan P. vivax
Perbandingan harga rata - rata daya hambat pada penderita malana. falciparum
dan malaria vivar dapat dilihat pada tabel 5.23.

Tabel 5.23 Harga rata-rata daya hambat serum penderita malana fafcipartm
dan malana viwee di RSU Mataram.

n Daya hambat
F. falcipeariim 27 17,6
P viveo g 3186
> 6007 ]
(t - mdependent sampies)
L. -3940
Cunfidence Interv. H: - 6,66
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5.5.4 Karelasi antary  daya hambat produksi TNF dalam serum penderita

dengan kadar TNF.

Dar: tabel 5.24 di bawak ini terlihat bahwa:
i. Untuk P. fedoiparen - trdak ada korelasi yang bermakna antara kadar TNE
dengan dava hambat serum.
2 Unwk & wivar  terdapat korelas) yang ninggi dan sangal bermakna antara
kadar TNF dengan dava hambat serum

Tabel 524 Korelas anlarg daya hambal serom penderita malaria
dengan kadar TNF.

[ Korelasi daya hambat |

TN

! dengan TNE I— r | R !
| Malana foleiparum | -0115 T &8 | 0787
| Malaria vivax j Lot T4 - 001

5.5.5 Analisis korelasi antara daya hambat serum penderita dengan gejala
Llinik maiaria.
5551 Perbandingan dava hambat pada penderita malgria berat dan
malaria ringan.
Analtsis seperti yang ditampilkan pads ) tabel 325 menunjukkan bahwa harga
rata-rata daya hambat pada serum-serum penderita malaria berat kebih tinggt dari pada
penderita malana nngan, tetapn secara statistik perbedaannya tidaklah bermakna

{p-=0,128).
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Tabel 5.25 Perbandingan daya hambat rata-rata serum penderita malatia berat

dan malaria ringan

— s — ——

Daya P
hambat ft-independent )
Malarta berat 3867
n=o I 0,126
Malaria ringan.
n=-% 1713 |

5.5.5.2 Korelasi daya hambat dengan parameter-parameter gejala klinik
pada penderita malaria falciparint.

Tabel 5.26 Korelasi antara daya hambat serum dengan gejala kiinik pada
penderita malaria. folciparum.

(iejala Karelasi dengan daya hambat
Klinik Y
n_| r j—"D
Suhu 9 j - 0,362 0,336
b NeF ]__ 0524 | Tolag ]
SGOT 5 1' 0,736 0024
SGPT g 1 0,260 0,500 ;
Bilirubin g 1 -0397 0,290 t
_'TJEEHT'_“_Q_*'_-EG— 0,161 E
Kreatinin o 0 305 3,425 E

Analisis pada tabel 5 26 menunpukkan bahwa
1. Terdapat koreizsi positif yang bermakna dengan SCGOT {r= 0,736, p= 0,024).
2. Untuk gejala-gejala lain, koefisien korelass menunjukkan derajat dan kemaknaan

yang tidak konsisten.
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5.5.5.3 Korelasi days hambat dengan parameter-parameter gejala klinik
pada penderita malaria vivax
Tabel 5.27 Korelasi antara daya hambat serum dengan gejala klinik pada

penderita malaria. vivee di RSU Mataram.

Gejala Korelasi dengan dayz harnbat
Klinik
n r [ p
Sulm 4 _-W
Hb 4 - 0,062 i 0,938
SGOT | 4 0838 | 0,162 |
SGPT 4 -0377 0,623
Bilrubin | 4 | -0,104 | 0,896
Ureum 4 - (1,582 0,418
Kreatinm | 4 - 0,487 0,513

Analisis pada tabel 5.27 menunjukkan bahwa :
I. Semua korelasi bersifat negatif, berarti adanya daya hambat dapat menurunkan
gejala khmk, kecuzh untuk kadar Ho
2. Korelasi gntara daya hambat serum dengan gejala klinik tersebut tidak cukup
bermakna, tetapi menunjuikkan koefisien korelasi yang lebih tinggt dan pada

koefisien korelzsi yang ditunjukkan oleh pendenta malaria falciparum.
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BAB &

PEMEBEAHASAN

6.1 Pelaksanaan Penelitian dan Permasalahannya,

Penclitian langsuny pada penderita seperti pada penelitian ini, meskipun dalam
pelaksanaannya banyak kendala yang dihadapi, mempunyai ketebihan dan pada
penelitian ekspenmen pada hewan percobaan, oleh karena -

1. Penclitian semacam int pada hewan percobaan telah banyak diakukan di sentra-
sentra penclivan besar di negara maju, di mana dapat diperoleh fasilitas penelitian
varg leh baik tetapi tidak ditemukan cukup penderita malaria.

2 Gejata-gejala dan proses patokow vang ditemukan pada hewan percobaan tidak
sama dengan vang ditemukan pada manusia. Adanva kesukaan dan kekhuosusan
hospes ini telah menjadi kendala utama dalam penelitian-penelitian patogenesis
malana (Gysin, 1998) Oleh karena v, masth seiale diperfukan penslitian
iangsung pada pendenta,

3. Pencitttan langsung pada penderita dapat mengamati keadaan yang sebenarya, di
mang banyak faktor yang berpengaryuh saling berinteraksi.

4. Siuasi dan kondisi di daerah dengan tingkat endermisitas vang berbeda dapat
mempengaruln manifestasi malaria (Druilhe, 1987, Riley 1999). Hal ini tidak akan

dapat ditiru secara lengkap dengan penelitian pada binatang percobaan.

Adapun kendala-kendala yang dialami antara lain seperti duraikan berkut im

Pada pengumpulan sampel gelombang pertama di RSTI Matararm selama 17 bulan di

B3+
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tahun 1993-1994, telah berhasi! dikumpulkan sampel dan 52 pendenta malaria. Tetam
pada ui awal untuk mengukur daya hambat serum terhadap produksi TNF, yang
dilakukan seiama tujub-setengah bulan di Leiden, ternyata tidal diperoleh hasil dava
hambat  yang dibarapkan. Beberazpa sampel temyata justru  menunjukkar
stimulasi/potensiasi produks: TWF. Dan Kepustakaan terbaru pada saat itu diperoleh
rujukan bahwa daya hambat serum tersebut kadamya baru mencapar puncak pada
minggu ketiga sesudah pendenta masuk rumah sakit. Oleh karena itu. diduga bahwa
daya hambat belum terbentuk pada sampel-sampel yang sudzh dikumpulkan, sebab
sampel dengan rentang waktu terpanjang yang terkumpul pada waktu wu adalab 19
hari. Karena itu akan dilakukan pengumpulan sampel kembah dengan rentang waktu
vang iebih paniang agar dapat mengikoti flukteasi naik turonnya daya hambat
tersebut.

Percobaan pengumpulan sampel ulang di RSU Mataram selama 7 bulan di tahun
1993 ridak memberikan hasil, karena adanyva perubahan musim dan terjadinya angin
kencang vang merubah populas vekior sehungga kasus malana sangat menurus.
Demmikian puga percobaan pengumpuian sampel di beberapa Puskesmas di sekitar
Mataram serta pulau Sumbawa dalam tahun 1996, tidak memberikan basil terutama
karena parasitemua vang sangat rendah. Sampel tambahan baru berhasii diperoleh di
dua Puskesmas di Kahupaten Lombok Barar, yai di Puskesmas Gangga dan Tanjung,
serta daerah sekitarnya di akhlar tahunt 1997 sampai awal 1998 Awalnva pendenta
diperoleh dari Puskesmas, kemudian dilakukan kunjungan rumah untuk meiakukan

pengambilan longitudinal dengan jarak waktu 34 minggu. Tetapi pada saat itu, tidak

DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
PERAN TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) DAN FAKTOR ...



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 113

dapat diperoleh tabung vemoject yang tepat karena kesukaran impor, sehingga TINF
tidak dapat dideteksi dan divkur kadarnya dengan lepat.

Jadi akhimya ada dua kelompok sampel yang dapat dimanfaatkan untuk anahsis
vang berbeda. Kelompok sampel dan RSU Mataram, dimana dapat dilakukan
pemeriksaan fisik dan [aboratorium cukup lengkap, dimanfaatkan untuk Tujuan
Peneitian Bagian Pertama, vaitu analists gejala klimik dan hubungannya dengan kadar
TNF dan daya hambat serum terhadap proeduksi TNF secara in witro pada sebagian
pendenta. Sedang kelompok sampel dan Puskesmas (Gangea dan Tanjung, dimana
tidak dapat dilakukan pemeriksaan lagboratonioty dan pengukuran kadar TNE, lebih
thtekankan kepada evaluasi flukiuas: dava hambat serum terhadap produksi TNFE.

Sebenamya direncanakan untuk menganalisis perubahan kapasitas stmulas
produksi TNF pada antigen malaria yang mungkin terfadi pada pengambilan sampei
longitudinal seperti vang ditemukan oleh Brown dan Hills {1974), serta adanya
perbedaan antligen antar pendenta Sehubungan dengan tyuan im, maka dipilih
pendenita dengan parasitemiz tinggl agar dapat dibiakkan, dan diusahakan agar lama
kumyungan untuk sebiap takap tidak lebih dan tiga ham agar sampel darah bisa segera
dibiakkan di Surabaya Tetap ternyata isolat-isolat dengan parasiternia tinggl yang
sudah berhasil ditumbubikan dalam biakan selama beheraps minggu, tidak dzpat
mencapal derajat parasiterua 10% (syarat untuk pembuatan antigen untuk keperluan
i), karena kemudian parasit berubah menjadi gametosit bila tingkat parasitemia
sudah agak tinggr. lmi berkali-kah tepadi dalam beberapa tahap pengumpulan sampel,
Oleh karena itu, hanya digunakan dua isolal yang berhasil memenuhi syarat, yaity

galur Lo-2 yang diperoleh dari seorang penderita di Puskesmas Tanung dalam salah
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kondisi yang samg wnfuk seluruh sampel tersebut . Hal im membawa kendala
keterbatasan teriaga dan sarana karena harus menggelar volume kerja yang besar
sekaligus. Dan oleh karena untuk setiap sampel dibutuhkan enam sumur uji dan enam
sumur kontrol, maka sampe] yang dapat dikerjakan sekaligus hanya sedikit jumlahnya.
QOleh karena itu, hanya sebagian saja dari sampel vang dikumpulkan, dapat diukur

daya hambatnya.

6.2 Pemhbahasan Hasil Perelitian Bagian Pertama.

6.2.1 Distribusi malarix berdasarkan spesies parasit penyebabnya dan

kemungkinan terjadinva perubahan distribusi tersebut.

Prevalensi spesies Plasmodium di suaiue daerah biasanva dapat dihubungkan
dengan  kecenderungan mayoritas bentuk klims malana di daerah tersebut. oleh
karena bentuk malana berat dengan komplikasi-komphkasi  hanya diternukan pada
penderita malaria falciparum {Bradley, 1995; Warrell, ef @f., 1990).

Distribusi spesies pada bab 3 2 menunjukkan angka proporsi yang hampir sama di
RSU dan Puskesmas, vaitu 73,1% F. fafcipanom, 21, 1% P, vivax dan 5,7% infeks
campuran diantara pendenta RSU, dan 78.9% P. falciparum dan 21,1% P. vivax di
Puskesmas. Hasil ini agak berbeda dengan distribusi yang diperoleh pada tahun 1951-
1992 yaitu dari 210 kasus di RSU, 48,1% adalah . wiveax, 43 33% P. faleiparum dan
8,30% merupakan infeks: campuran {Soewignjo, er af., 1992).

Adanya kemungkinan pergeseran distmbusi spesies dikalangan terbatas, memang

sangat dimungkinkan. Dan 19 pendenta Puskesmas, & penderita mengalami infeksi
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baru atau superinfeksi dengan /. vivax pada survei kedwa, dan pada survel ketiga 7
minggue kemudian, distnbusi ini sudah sangat berbedaz, yanu tinggal & orang yang
positif malaria dengan perbandingan I kasus murm P, jalciparum, 2 kasus mumi 7.
wivax dan 3 infeksi campuran. Sebagaimana yang terjadi pada conteoh sampel keoil i,
perubahan proporsi mungkin saja terfadi pada populasi vang lebih besar. Tlal ini juga
dialami pada survey yang dilakukan oleh Dachlan dan kawan-kawan pada tzhun 19%2-
1593 di 3 dusun di Kabupaten Lombok Barat. Daiam survey longitudinal selama
hampir satu (ghun tersebut. pada umumaya prevalens: £ fdciporam febnh besar dar
pada M wiwax, namun ada kalanya terjadi lonjakan kasus /% wiwax di suatu daerah
(Dachlan, et af., 1993),

Bertambahnya kasus /. wvivgr pads sampel-sampel foffow wp di Puskesmas, dapat

disebabkan oleh

1. Adanya sumber inteks) lama f%. wvay yvang baru ditularkan, atau surmnber infeksi
barnu dari dzerah lain.

2. Masa inkubasi atau prepaten yang lebih panjang pada . wrver, schingga bila
tejadi penyebaran vang bersamaan antara 7 wivar dan £ falciporam pada saal
awal musim huwan, tetapi /. vivax baru terdeteksi dalam sediaan darah beberapa
han setelah £ falciparwm (Cheeshrouph, 1987) Juga telah dilaporkan adanya
populasr . wivgy dengan masa inkubasi yang panjang, terutama malaria wvox
yang dijumpal di neeara empat musim misalnya di Rusia { Gilles and Warrell,
1903 ) dan strain dan Korea Ltara (WHO, 1987).

3. Adanva relapse yang berasal dari bentuk hipnozoit vang tidak diobati {Druilhe,

Rema and Fidock, 1598; WHO, 1987).
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6.2.2 (zepala klinik malaria dan korelasinya dengan parasit penyebab.

Dari tabel 5.4 dan 5.5 diketahui bahwa tidak selunih gejala klinik yang biasa
ditemukan pada kasus-kasus malaria berat ditemukan pada subvek penelitian i, oleh
karena pendenta malana berat dengan keadaan umum jelek tidak diiibatkan, sesuai
dengan etika dan kemanusiaan. Selain itu pendentza malana berat dengan kesdaan
wmum Jelek tidak dapar memberikan persetujuan untuk disertakan dalam penelitian,
Juga  twdak dapat dipastikan dapat chambil sampelnya  berturut-tumit  secara
longitudinal.

(Meh karena iu, dapat dimengerti bahwa penderita malaria berat hanya
merupakan 27% dan seluruh subyek penelivan. MHasil i sangat berbeda dengan
lapuran Soewignjo, ef af. {1992) pada rahun sebelumnya, i tempat yang sama dan
210 penderita malana, 101 diantaranya dapat digolongkan ke dalam malarna berat,
dengan 21 orang dengan malana serebral, 8 orang dengan gangguan fungsi bate, 21
orang dengan gangguan tungsi gimal dan 52 orang denmgan anemia oingan sampal
dengan berat.

[» dalam penelitan mi, penggolongan malara beral bukanlah dilakukan untuk
meneniukan prognosis penyakit, mefainkan umuk mengetahul hubungannya dengan
kadar TNF. Oleh karena iu  dergat parasiterua tidak dimasukkan ke datam
penggolongan malana berat melainkan digunakan untuk mengevaluasi hubungan
derajat parasitemia dengan beratnya penyakat dan peningkatan kadar TNE.

6.2.2.1 Hubungan malaria berar dengan spesies parasit.

Dan tabel 54 diketahui bahwa pada umumnyva gejala/gangguan fungsi organ

tampak lebih nyata pada penderita mafariz fafcipearwm dari pada penderita malaria
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viveey dan infeksi campuran. Tetap tabel 52 menunjukkkan bahwa persentasi
pendenita malana berat tidaklah herbeda secara bermakna antara £ fafciparim dan F,
vivak, yatu  20.3% dan 36,7%. Meskipun hal im dapat menunjukkan bahwa malaria
berat juga dapat ditemukan pada /. whax, jusirs dengan preporsi lebih tinggn, tetam
hendaknya tidak dilupekan bahwa adanya krteria eksklusi mengakibatkan banyaknya
kasus yang lebih berat pada malana falciparum tidak dihbatkan dalam penelitian im.
Pada umumnya, para ahli beranggapan bahwa malana berat hanya ditemukan pada
infekst M ffoiparus (Pasvol, et al, 1995 Molyneax, 19953, 1995h, Clark and
Cowden, 1999) Ditemukannya banyak penderita £ vivex yang mengalami malana
berat pada penchtian ini, mengundang pertanvaan mengena mekanisme terjadinva
malaria berat pada /' vwax.

6.2.2.2 Beberapa macam gejala‘gangguan fungsi organ dapat ditemukan

pada satu penderita.

Adanya afinitas strain £ falciparem  tertentu techadap organ tertenty dalam
proses sekuestrast, telah dinvatakan oleh Berendt, Ferguson and Newhold (19903,
Orau, o of {1990) dan Ockenhouse (1994). Dalam penelitian ini terbuktt bahwa
penderita yang mengalanu malaria herat pada umumnya melibatkan lebih banyak
organ dan pada pemdenta malana ringan. Juga pada kasus-kasus 7 viwmx, temyata 2
dan 4 penderitz malaria berat melibatkan 4 sistirn. Th gine terlihat bahwa untuk kasus
berat, tidak terlihat adarya predileksi organ.

Pada F. falciparum, telah ditemukan adanya kecendemingan individu vatian genetis
TNF-2 untuk memproduksi TNF secara berlebthan (McGutire, ef @l 1994; Rov, ef af,

1997, Wilson, ef al, 1997}, dan vanan TNFR2 yang mempunyal kecenderungan
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peningkatan ekspresi receptor pada permukaan endotel, sehingga memudahkan proses
sekuestrasi £. falciparum Jdi dalam organ-organ (Lucas, €f af, 1997a). Produksi yang
berlebihan dari TNF dan peningkatan ekspresi receptor TNF mungkin sekaii tidak
menunjukkan predileksi terhadap omgan tertentu pada penderita malana berat,
sehingga gangguan fungsi dapat ditemukan pada berhagai organ sekaligus.

6.2.2.3 Korelasi gejala klinik dengan derajat parasitemia.

Menurut Greenwood, ef af (1991), tingginya tingkat imfeksi atau dosis
inokulum sangat menentukan berat/ringannya penyakit padz malaria. Dibutuhkan ot
off vafue dan jumlak parasit gung merimbulican gejala klinik padg malaria.

Dari tabel 5.2 dapat disimpulkan, bahwa terutama pada F. jfedciparim, tidak terbhat
kecenderungan kejadian malana berat kearah derajat parasitemia tertentu. Dan analisis
korelasi =ntara dergjat parasitemiz dengan masing-masing komponen gejala klinik
pada seluruh penderita malarta (fadciparum dan vivee! pada tabel 510 dapat diketahn
bahwa derajat parasitemia hanya berkorelasi dengan komponen gejala yang tidak
mencerminkan gangguan fungsi organ, yaitu demgm dan peningkatan kadar bilirubin,
Dengan pemilahan jenis malaria berdasarkan spesies penyebab pada tabel 511 dan
5.12, dapat ditunjukkan bahwa pada malaria faiciparum, derajat parasitemia harya
berkorelasi dengan gejala demarn, sedang pada pendenta malana vivax, selain adanya
korelasi antara derajat parasitemiz dengan demam, juga terlihat bahwa masing-masing
komponen gejala klintkk menunjukkan derajat korelasi yang lebih besar dengan derajat
parasitetia dar pada pada penderita malana falciparin:.

Korelasi yang rendah aptara derajat parasitemia dan beratnya gejalz klinik pada FP.

Jalciparam juga telzh dilaporkan oleh Emiliana Tiitra (1985b) dalam penelitian  di
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Thailand. Kremsner, e/ @ (1989) juga menemukan ketiadaan korelas: antara gejala
klimk dan derajat parasitemia. Aikawa (1988) juga menyatakan bahwa derajat
parasitemia tidak berkorelasi dengan gangguar otak pada otopsi kasus-kasus malaria
serebral.

Derajat korelasi yang rendah antara gejala klinik (yang bersangkutan dengan
gangeuan fungsi organ) dengan derajat parasiteria pada malara falciparum,
mengundang dugaan bahwa kemungkinan ada faktor lain vang ikut berperan dalam
timbulnya gejala melaria. Faktor tersebut dapat saja beruepa TNF. Hal im akan

dianalisis lebih lanjut pada bab 6.3 dan setenusnya.

6.2.3 Analisis Kadar TNF.

6.2.3.1 Hasil pengukuran kadar TNF dalam serum penderita dan kurva

wakiunya.

Pada penderita malgria dari RSUJ Mataram, didapatkan kadar TNF antara 0 o/d
3057 pg/ml dengan rata-rata selurulinya 256,72 pg/ml. Dari tabel 5.7 diketahui bahwa
kadar rata-rala TNF pada sampel-sampel pertama 223,23 pg/mi memngkat pada
sampel-sampel kedua (35344 pg/ml) dan kemudian menurun kembali pada
pengambilan ketiga (7,53 pg/ml}, dimana pada umumnya penderita menyembuh.
Kadar TNF pada sampel ketiga ini berada dibawah nilai ambang untuk orang sehat,
yaitn 10 pg/ml sesuai dengan laporan Beutler and Cerami (1588) dan Butcher, ef af.
(1990}, juga sesuai dengan uji-coba yang telah dilakukan produsen reagen yang
digunakan pada penelitian ini. Hal ini sejalan dengan teori mengenar umur paruh (half

life) TNF yang pendek (Beutler and Cerami, 1990; Harpaz, er af, 1992), dengan
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menghilangnya stimwlasi antigen setelah pengobatan tentunya kadar TNF cepat
menuri,

Pada tabel 6.1 dikumpulkan hasil-hasil pengukuran TNF ditempat-tempat lain.
Dan tabel ini diketahui, bahwa hasil pengukuran kadar TNF di RSU Mataram cukup
tinggz bila dibandingkan dengan hasil di tempat lain.
Apakah kadar yang tinggi dari TNF ini merupakan cerminan dari status kekebalan
vang rendah dari para penderita malaria di Lombok?
Sebagaimana dinyatakan oleh Harpaz pada infeksi eksperimental pada beberapa
sukarelawan, individu yang tidak diimunisasi kadar TNF-nya dapat meningkat pada
wiktu diberi infeksi tantangan {chailenge infection), sedang pada individu yang di-
imunisas: sebelumnya, kadar TNF menunjukkan kecenderungan stabil dalam derajat
rendah (Harpaz, e af,, 1992). Menurut Grau, er of. {1988; 1989 b}, Taylor-Robinson
(1995) dan Ruley {1999), sel T yang telah terpapar (primed) terhadap antigen melaria
mempunyai efek potensiasi terhadap produksi TNF oleh makrofag pada penderita
malaria dengan perantaraan IFN-y yang diproduksi sel T tersebut. Dan Chizzolini, ef
al. (1990) menyatakan bahwa sel T-CD4+ dari penderita malaria akut yang masih
rentan (baru mengalami [-2 kali infeksi malaria dalam beberapa bulan terakhir), biia
distimulir dengan antigen malaria secara /7 vifro, akan menghasilkan kadar [FN-y
yang lebih tinggi dan pada sel T dari
mdividu yang telah kebal terhadap malaria {misalnya penduduk Afrika yang tinggal di
daerah endemik dengan transmisi yang stabil sejak kecil},
Jadi bisa disimpulkan bahwa produksi TNF padz individu-individu yang nen-imun
dan semi-imun, akan lebih tinggi dari pada individu yang sudah imun.
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Tabel 6.1 Perbandingan kadar TNF dengan hasil peneiiti lain.
Penelity Lokasi Tingkat Kondisi penderita Kadar TNF
penelitian | endemisitas dan latnnya pe/ml
Kwiatkowski Fajara, 34 dari 56 anak detectable
ef al., 1985 {rambia 7 malaria ringan {=39)
10 dari 19 anak detectable
dengan mal. berat
1 dari 3 anak 156
dengan mal. fatal
Grau, ef afl., Malawi tinggi malana berat fatal 00 +/- 312
1989 malaria berat, hidup | 184 +/-31.5
Butcher, ¢! Kepulauan i panas, parasit + (-72%
of., 1950 Solemeon panag, parasit - 0-39
Shaffer, er af., Lawre Anak
199] i Plalciparum + 0-9400/41
semuz/rata-rata
Malaria berat 110
Karunagweora, Cofombo, malara wwoe puncak 264 6-
efal., 1992 5n Lanka | non-endemik 214 |
random :17,38-
173 8
malaria ffciparunr | random: 20-29
ringan
malaria felciparim 36-72
berat
malaria folciparum 170-431
Faral
Boudin, er al, Burkina | 635 tmfecrions | Anak dengan recent
1964 Fasso, hite/yr mielarics ARACkS 30,2
Afrika Anak tanpa nwayat 847
mal. atiack
sebelumnya
Chuncharunee, Thailand ? Mormal/sehat 15 +/- 5
efaf., 1997 Malaria ringan. 330 +/- 12
Malaria berat 496 +/- &4
Orang dewasa
Sn-Hidayati, Lombok, mpo-meso Seluruh penderita 0 -3057
2004) Indonesia endemik {rata-rata
256,72)
Malaria berat 407,8
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Kadar TNF yang tinggi pada penderita malaria di Mataram tersebut mungkin
saja merupakan cerminan status non-imun atau semi-iman dari penderita malaria di
Mataram/Lombok, sejalan depgan tingkat transmisi malaria yang rerxlah di daerah
hipo-inesoendemik i fnocowlaton rate yang rendah di sana, tidak cukup untuk
merangsang kekebalan, Hal ini juga terbukti pada penelitian-penelitian sebelumnya,
yvang menunjukkan adamya peningkatan sesuai dengan umur (age-~depersdency) dari
prevalensi parasit maupun serologi dengan kurva yang landai yang khas bagi daerah
dengan endemisitas rendah {Dachlan, er af, 1994; Sn-Hidavati, ef af., 1997). Kurve
i akan sangat berbeda dengan Jaerah dengan endemisitas tinggi, adanya pemaparan
parasit sejak muda menyebabkan kurva melenglung langsung keatzs (Deloron, er
al., 198%; Hogh, er o, 1991).

Kegdaan semi-imun pada mzlaria mempunyai arti khusus, Pada penderita ini,
infeksi tnalana justru dapat berlangsung iebih serius karena adanya amplifikasi
prodduksi TNF oleh sel-sel T vang sudah permnah terpapar seperti dinyatzkan di atas
{Taylor-Robinson, 1995, Riley, 1999). Bila dipernatikan bahwa kasus penderita
malariz dewasa di RSU lebih tinggi dari pada kasus malaria pada ansk-anak, maka
kejadiannya mungkin dapat disetarakan dengan pera imigran Jaws vang tinggal di
Irtan Jaya seperti yang dilaporkan oleh Baird, e of{1993, 1998). Pada individu-
individu ini, tetah tersedia sel Th1 CD4+ yang matang {Grau 1988; Grau er af., 198%b;
Riley 1999), vang dapat mengamplifikasi produksi TNF pada makrofag Sebagaimana
divraikan pada bab 244 {(Malaria serebral), amplifikasi produksi TNF olek sel T
munglan diperantarai oleh sitokin-sitokin IFN-gamma, IL-3 dan GM-CAF (Gran, ef

al, 1990). “Priming” atau pemaparan pertama tidak harus berupa antigen malana, te-
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1api dapat berupa “cross—reacting antigens " (Taylor-Robinson, 1995; Riley 1999).

Dhantara pendedta-penderita malaria di RSUF Mataram inj juga ada yang masih
mengandung parasit sampai pengambilan sampel ketiga lebih kurang 19 han sesudah
penderita MRS, Apakah pendenita ini dapat digolongkan semi-imun atay imun?
Dremikian juga pada kasus dan Puskesmas, didapati dua orang pendenta £. vivax yang
masih positif pada pemenksaan ketiga (7 minggu sesudah pengambilan pertama)
namun penderita bisa melakukan aktivitas sehari-hari tanpa kelubhan (tabel 519 .
penderita nomor 14 dan i8) Sayang bahwa pada kedua pendenia inl pengukuran
kadar TNF mengalami kegagalan. Persentasi daya hambatl pada penderita — pendemta

ini menunjukkan angka yang tetap tingei pada pengambilan sampel terakhir.

6.2.3.3 Korelasi antara kadar TNF dengan spesies parasit penyebab.

Kadar rata-rata TNF pada F. faiciparum lebih tinggi secara bermakna dari pada
P oviver (309,77 pg/ml dibandingkan 119,02 pp/ml, p = 0.0017) dan infeksi campuran
{11,48 pg/ml, p = 0,022). Hal ini dapat disebabkan adanya perbedaan kemampuan
stimiulasi produksi TNF dan antigen kedua spesies Plasmodinm inl, sebagaimana juga
ditemukan perbedaan di antara galur-galur P falciparum sendin (Allan, er af, 1993,
1995, Picot, ef af, 1990, 1993). Bila TWNF memang berperan dalam timbuliya gzjala
klinikk malaria, maka kadar TNF yang lebih tinpgi ini dapat berpartisipasi pada
beratnya gejala pada malana falciparum..

Karunaweera, er ¢, {1992b) memperoleh hasil penguluran kadar TNF puncak
pada penderita malaria vivax, lebih tinggi bila dibandingkan pengukuran pada
penderita malania falciparum secara random mavpun pendenta malana falciparum
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berat serta kasus-kasus fatal Pada kasus-kasus Karunaweera tersebut, kecuali pada
malaria vivere, pengukuran tidak dilakukan khusus pada saat kadar TNF  memuncak..
Sedangkan pada penelitian di RSU Mataram ini, pengukuran kadar TNF dilakukan
pada szat penderita kumat panasnya, dan ini berlaku untuk penderita malaria wivax
maupun fafciparnm, sehingga dibarapkan komparasi kadar TNF pada kedua spesies
lebih dapat dipercays., dan dapat dilakukan pembandingan dengan responden
penelitian Karunaweera pada kadar puncak pada malaria vivr

Saat ataw “#iming’" pengambilan sampel atau pengukuran kadar TF ini, juga
dapat menerangkan mengapa pada subjek penclinan i kadar TWNF-nya tingg
meskipun penderita tidak menunjukkan gejala klinik yang berat Mungkin sekali
bahwa pads penelitian-penelitian yang di-sitir di atas, pengukuran tidak dilakukan
pada saat kadar TNF berada pada puncak. Atlau TNF mengalami konsentrasi atau
akumulasi di dalam organ sebagaimana akan dikupas pada bab selanjutnya. Di
samping itu ada kemungkinan TNF yang terukur tersebut merupakan TNF yang telah

terikat oleh sofuble TNF-recepior,

6.2,3.4 Korelasi antara kadar TNF dengan tingginys parasitemia.

Analisis menumjuklcan tidak ada korelasi antara kadar TNF dengan dersjat
parasitemia, baik pada " faiciparum, P. vivax maupun infeksi campuran {tabel 5.13).
Hal ini udak menyokong pendapat Greenwood, e af. (1591} bahwa ada “cuf off value”
dari jumlah parasit dalam darah untuk timbulnya gejala klinik malara, Namun
Warrell, e e {1990) juga menyatakan bahwa penderita malaria herbeda-beda dalam
“ketahanannya” mengandung parasit malaria, Memang pada umbmaya 5% telah
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dianggap merupakan kasus yang serius, namun banyak penderita yang mengalami

parasitemia lebih dan 30%% dapat sembuh dengan terapi memadai.

Tidak adanva hubungan antara kadar TNF dengan tingginya parasitemia ini berbeda

dengan hasi percobazn im vitre, musalnya oleh Bate (1988) dan Picot, er al. (19%0)

dan hasil-hasil uji awal dalam penelitian ini sendwi, yang menggambarkan adanya

“dose-depencdert” dalam tingginya produkst TNF oleh sel-sel mongsit sebagad respon

atas stimulasi antigen yang berbeda-beda konsentrasinya. Demikian juga pada kasus-

kasus kiinik dalam penelitian Butcher, et al. (1990), Molineux, &f al. {1989), Grau, ¢/
al. {19%0) dan Shaffer, er ol (1991}, ditemukan korelasi positif antara konsentrasi

TMF dalam serum dengan kepadatan parasit.

Tidak adanya hubungan anmtara kadar TNF dengan derajat parasitermia ini mungkin

disebabkan antara lam cleh:

1. Perbedaan daya stimulasi produksi TMNF dan galur-galur parasit penyebab,
sebagaimana dinyatakan oleh Allan, er all (1993, 1995) dan Picot, ef al{1993),
yang menyebabkan perbedaan hasi] pertutungan secara kolekuf

2. Adanya produksi lokal dan akumulasi TNF di dalam organ tempat sekuestrasi,
serta adanya reseptor pada permukaan endotel dan sel lain yang dapat menangkap
THNF 41 tempat tersebut  sehingga TNF tidak mencapai sickulasi umum selurahknya
{Lucas, ef al,1997g; 1997b; Iancway, ef af, 1999),

3. Adanya fluktuasi kadar TNF seperth yang telah dinyatakan oleh Kwiatkowski, et
al. (19890) dan Karunaweera, ef @i, (1992b). Sedangkan dergjat parasiternia pada
P. vivax tidak mengalami fluktuasi sebagaimana P. faiciparum & mana stadium-
stadium yang lebih tua mengalami sekuestrasi di dalam pembuluh darah di organ-

DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
PERAN TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) DAN FAKTOR ...



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 132

organ. Jadi ada perbedaan efek waktu terhadap deraiat parasitemia dan kadar TNF

pada malara vivax, yang menyebabkan tidak adanyz korelasi.

6.2.%.5 Korelasi antara kadar TNF dengan gejala klinik malaria.

6.2.3.5.1 Perbandingan kadar TNF pada penderita malaria berat dan

malaria ringan.

Kadar TNF rata-rata pada pendenta malaria berat lebch tnggl dan pada
penderita malaria ringan, meskipun tidak bermakna (407 B0 pg/ml dibandingkan
dengan 211,40 pe/ml dengan p = 0,226). Hal ini serupa dengan temuan sebelumnya
oleh Clark (1987a, 1987h; 1992), Grau, ef af. {1989}, Kern, ef af. (1989), Grau {1950)
dan Kwiatkowskl, e al {1990), vang membawa para peneliti tersebut menvimpulkan

bahwa TNF dapat berperan dalam timbulnya gejala malaria berat.

6.2.3.5.2 Korelasi antara kadar TNF dengan komponen-komponen gejala

klinik.

Hasil analisis yang ditunjukkan pada  tabel-tabel 514 dan 515, dapat
diterangkan sebagai benbout:

1. Pada infeksi £. fafciparum ; tidak adanya korelasi (semua menunjukkan koefisien
korelasi <0,200 dan tidak bermakna) antara kadar TWF dalam serum pendetita
dengan masing-masing komponen gejala klinik. Lihat bab 6.3.5.3,

2. Pada mfeksi £ vivax : hasil analisis korelasi antara kadar TNF dengan gejala

klinik agak berbeda. Adanva koefisien korelasi yang lebih besar dengan ganguan
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fungsi hati, dapat diartikan bahwa peningkatan kadar TNE di dalam sirkulasi
dapat mempunyai hubungan erat dengan gangguan fungs hai. Sebagaimana
dilaporkan oleh Karutaweera, ef af. (1992a, 1992h), puncak kadar TNF dalam
sirkufasi pada malaria vivax dapat tingg sekali, dan ini dapat berakibat gangguan
fungsi organ tennmasuk hati. Dan Tumer, ef @/ (1998) juga menandai bahwa pada
malaria, bailk yang berat mavpun yang rngan, terjadi akbvasi endotel secara
sistemik. Adanya sinusoid-sinusoid di dalam hepar dapat menyebabkan TNFE yang
diproduksi di dalam sirkulasi pada malania vivax berpengaruh kepada sel parenkim
hay dan mengiduks akiivitas INOS serta menitnbulkan gangpuan fungsi meskipun
tidak teqadi sekuestrasi. Tidak adanya korelasi dengan gejala demam dan anemia,
mungkin disebabkan adanya taktor lain yang lebih berpengaruh misalnya derajat
parasiterma unluk demam, seperti hasil analisis pada bab 533 dan fakior lain

vang dikupas pada bab 6 3.6 3. Demukian juga untuk anemua {lihat hab 2).

6.2.3.5.3 Mengapa tidak ditemukan korelasi antara kadar TNF dan gejala

klinik pada P felciparum 7

Fakia reniang, udak adanya Korelast antarg TNFE dengan berainya gejala kiinik
pada F. falciparum, juga driemw pada penelitian dengan 75 penderita anak-anak di
{rambia. Di sana Kwiatkowski, ef @l (1989b} ridak menemukan korelasi antara kadar
TNF  dengan tinggnya temperatur tubuly, dengan derajat parasitemia, kadar Hb,
jumlah neutrofil dan hipoglikemia. Persentasi TNF positif malah lebib rendah pada
anak dengan malana berat dan anak vang meninggal karena malania serebral dan pada
anak dengan malana akut (malana rngan). Hermsen, ef ol (1997a) juga telah
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membuktikan hal ini pada tikus-tikus yang dinfeksi dengan F. berghei dan ternyata

timbulinya gejala malaria serebral tidak tergantung dan kadar TNF dalam sitkulasi.

Kemungkinan penyebab tidak adanya korelasi antara TNF dan berainya penyakit

antara lain adalah ;

1. Beredarnya sTNFR, reseptor untuk TNF vang telah lepas dari permukaan sel dan
larut dalam sirkulasi darah, vang kemudian dapat mengikai TNF di dalam
sitkulasi darah den menetralkan aktivitasnya. Pengukuran kadar TWF dengan
metode ELISA tidak hanya mengukur kadar TNF aktif, tetapi juga TNF vang telah
tenkat kepada reseptor tersebut. Hasil pengukuran menjadi lebih besar, tetapi efek
yang diakibatkan tidak lagi sebesar hasil pengukuran Hal ini dapat dibuktikan
dengan bio-assay (Kwiatkowski, ef af, 1989b; Hermsen, et af, 1997a). Soluble
TNER ini dapat memingkat kadarnya dan tetap dalam serum sampai berhan-hari
sesudah penderita diobati (Kem, &f af, 1992) Kemungkinan i dapat berlaku
pada penelitian ini, karena pengukuran TNF menggenakan metoda ELISA, dan ini
berlaku untuk malaria fadciparem maupun vivax,

2. Penderita-penderita mempunyal sénsitivitas yang berbeda terhadap kadar TNF
yang sama. Mungkin bal i disebabkan oleh perbedaan ekspresi reseptor, yang
berbeda dan satu organ dengan organ yang {an atau dari satu individu ke indisidu
laim {Ockenthouse, 1992). Efek TNF terhadap organfsel tergantung kepada jenis
dan jumlzh TNFR yang dickspresikan pada permukaan se! tersebut. Dalarm
komplikasi malarta serebral, TNFR2 = p75 sangatiah penting perannya. Hewan
yang defisien TNFR2 ({mfrZnuil) terlindung dan komplikasi malaria serebral

{Lucas, erai., 1997b).
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3. Sensitivitas yang berbeda terhadap kadar TNF vang sama, juga dapat disebabkan
keberadaan sitokin-sitokin lain baik yang sinergis maupun yang bersifat imhibitor
terhadap TNF, rmusalnya sitokin  anti-radang L4, IL-10 dan TGF-B
(Kwiatkowski, et al, 1989h; Banptista | ef af. 1997, Riley, 1999).

4  Kadar TNF memang tidak konsisten di dalam plasma; dengan adanya stimulasi
vang femporaf (hanya pada waktu parasit berada diluar sel darah merah tepat
setelah sizon pecah) dan clearance vang cepat menyehabkan terjadimya lomakan-
lomyakan penodik yang dikuti dengan penurunan yang  drastis { Kwiatkowski, ef
al.. 1989b; Butcher, ef af. 1990; Hampaz, ¢ ef, 1992; Karunaweera, f al, 1992).
Perbedazan saat pengambilan sampel darah dapat menvebabkan kadar TNF yang
terukur menjadi berbeda. Dan efek kKlinis dari TNIT ternyata masih terlibat
beberapa waktu setelah kadamva tidak lagd  terdeteksi i dalam  plasma
{Kwiatkowski, ef af.. 1989b) I terutama tenjadi pada gejala yang melibatkan
panpguan fungsi organ sepenti SGOT, SGPT, kadar ureum dan kreatimin.
Schagaimana dinyatakan oleh Clark and Cowden {(1999), gangpuan fungsi organ
pada malaria dapat diperantarai oleh NO yang pembentukannya dikatalisasi oleh
enzim iNOS. Dan sekali diinduksi, enzim il akan bekerja sampai 24-36 jam. Ini
sargat berbeda dengan yejala demam paroksismal  pada malaria, yang akan
dibicarakan lebih lanjut pada bab 6.3.6 3.

Mungkin masalzh inilah yang menyebabkan adanva laporan dan interpretasi yang
berbeda-beda tentang peran TNE pada malaria.

5 Adanya faktor lain yang ikut berperan dalam menentukan beratnya gejala klinik
selain /disamping TNF misalnya adanya stadium exoeritrositik bipnozoik pada
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P.vivaxx, adanya hemolisis sel darah merah terinfeksi pada waktu sizon matur
pecah (vang sangat dipengaruhi oleh dersjat parassitetnia — ini sangat mungkin
terjadi pada gejala demam, sebagaimana hasil analisis pada bab 5.3.3), adanya
hemolisis karena respon imun {pembentukan 1gG yang melekat pada sel darah
merah terinfeksi maupun tidak terinfeksi), atau sebab lain misainya karena obat
dan defisiensi enzim {(Manson and Barr, 1985; Melancon-Caplan 1993),

6. Adanya kemungkinan produksi dan alumulasi’konsentrasi TNF di dalam organ
sehingga kadar TNF di dalam organ yang terlibat jauh lebik tingg: dan pada
kadarnya dalam peredaran darzh sistemik pada F. fefciparam. Ini akan dibahas
ighih lanjut.

7. Pada kesus vang terlibat dalam penelitian ini, di mana sebagian besar adatah
pendenita malaria nngan, TNF dapat saja letnh menunjukkan peran proteksi da
pada patologi. Sebenamya proses patologi skibat TWNF, lebih dikarenakan
terjadinya produksi yang berlebihan {Clark and Cowden, 1989), TNF memang
merupakan salah satu molekul penting dalam rangkalan respon imun yang
menghasilkan efek proteksi pada hospes {Abbas, 1994; Reoitt, er af, 1994,
Janeway, &f a4l 1999). Namun analisis pada tabel 516 dan 517, dengan pemilahan
antara malaria nngan dan malaria  berat, terutama untuk malana  vivar,
menunjukkan adanya koefisien korelasi yang lebih besar pada malaria berat dan
pada malaria nngan, terutama pada gangguan hati.

§ Adanya kemunglanan pengaruh pengobatan spesifik, misalnys Chloroquin (Picot,
ef al, 1991, Kwiatkowski dan Bate, 1995; Jeong and Jue, 1997), telah

disingkirkan dalam anzlisis tersendin. Dalam penelitian tersebut, telah diukur ka-
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dar Chloroquin dalam serum  penderita-penderita RSU Mataram, dan  dalam
anglisis ternyata, kadar Chloroquin menunjukkan korelas negatif yang bermakna
{r — -0,396; p — 0004 dengan n — 52) dengan derajal parasitemia, namun tidak
menunjukkan korelasi {r = 0,202; p = 0,189 dengan n = 44} dengan kadar TNT

dalamt serun. Has) perhitungan statistik di atas dapat dilihat pada tampiran 11

6.2.3.6.1 Sekuestrasi pada infeksi P. falciparum dapat menyebabkan

akumulasi atau konsentrasi TNF dalam organ.

Pada infeksi # fafeiparnm, sel darah merah ternfeks parasd stadmnt lanut
mengalami sekucstrasi di dalam  pembufuh  darabh keal di dalam  organ-orean
sehagaimana dwraikan pada bab 2. Schoestrast ini dimungkinkan oleh adanya ekspresi
protan-proten tertenly pada permuokaan enitros vang menyebabkan sel darah merah
terinfeksi tersebut dapat melekat kepada molekul ades yang timbul pada permukaan
endotel pembuluh darah sebagai recepror-ficand (mengenai hal ini celah banyak
dikemukakan dalam bab 2 devgan mengambil malana serchral schagal model).
Melekatnya sel darabh merah tennteks kepada dinding kapiler dan venuia mengundang
keikut-sertaan sel-sel darah yaop lain untuk bergerombol di lokasi tersebut. Pada
waktu sizon-sizon di dalam sel-sel darsh merah yang ter-sekuestras tersebut malang
gan mengalami desinteprasi bersama sel darah merabh hospesnya, keluar sejumlah
anligen yang akan merangsang mondsit dan makrofag yang berdekatan untuk
memprogukst TNF, IL-1, -6 dan sejumlab bahan kamea akufb yang tam (Ehng and
Kremsner, 1994}, Oleh karena pecahnya sel darah merah tennfeksi sizon tegadi di

dalam organ tempat sekuestrasi, maka konsentrasi TWF i tempal terscbut  sangat
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mungkin lebih tnggi dan pada dalam peredaran darah, dan efek biologis telah dapat
dirasakan ditempat tersebut. QOleh karena itu, dapal dipahami bahwa pada /.
Jalciparum, beratnya gangguan organ dapat tidak berkorelasi dengan kadar TNF di
dalam peredaran darah sistemik. Dan bila kadar di dalar sirkulasi sistenuk ditemulkan
tinggi seperti pada penelitian ini, ada kemungkinan kadamya di dalam organ-organ
lebih tingg lagi.

Proses “poading” atau mareinasi yang  terjadi pada neutrofil dan makrofag yang
memproduksi TNF sccara lokal di organ-organ pada proses sekuestrasi, juga telah
dilaporkan oleh Clark dan diperkirakan memepang peran wama dalam teradinyz
ARDS (it respivatory distress syeedrome) pada malana (Clark, ef af || 1989, Pasval,
LG935).

Analog dengran ni, Jacobs, ef af, [1995) melaporkan bahwa pada tkus strain A vang
rentan tethadap ¥ chabandt, kadar NO dalam serum udak meningkat, namun ekspresi
iNGS lokal dalam liver sangat meningkat. Peningkatan ekspresi iNGS dapat diinduksi
oleh TNF {Clark, 1991 Jacobs, ef af,, 19964, Lancaster, 1992, Moncada, ef al,, 1991,
Fockett, ¢ af, 1992), maka hal ini memperkuat dugaan bahwa produksi TNF lokal
Jdapat jauh lebih inggi dan pada kadar TNF yang terdeteks dalam darah perifer. Clark
dan Cowden (1999) menyatakan bahwa pada P. faleiparum selain tegadi produksi
sitokin, juga terjadi hipoksia karena seakuestrasi. Sinerui kedua faktor tersebut dapat
meningkatkan aktivitas INOS dalam otak, paru dan gingal pada malana. Penmgkatan
iINOS ini dapat di-deteksi pada monosit dan endotel yang berasal dari ketiga organ
tersebut. Peningkatan NO dalam organ-organ yang terlibat im dapat mengganggu

fungsi organ-organ tersebut meskipun kadang konsentrasinya di dalam sickulasi tidak
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meningkat. Berlainan dengan TNF yang bersifat sangat transien. maka sekali iNOS
tenmduksi, efeknya berlangsung 24-32 jam (Clark, Cowden and Rockett, 1993).
Produksi lokal dan TNF dalam organ juga telah dibukikan langsung oleh Medana
(1997} dengan in situ Bybridization (m-RNA) dan immune histochemistry pada otak
hewan percobaan yang mcngalarm malana serebral, dan oleh Uidomsangpetch, ef ol
{1997) dalam preparat-preparat otopsi olak manusia yang mennggal karcna malaria
serebral juga, dan adanya “membrane bourd INF T dalam otak bipatang yang
mengalarm malana serebral dilaporkan oleh Lucas, er gl {19497}

. vivax tidak mengalamu sekuestrasi dalam pembulub darah kecil di organ-
organ, maka pecalinya sizon dapat terjadi diseluruh sirkulasi sehingea kadar TNE
dalam organ tidak lebih tingz dari pada dalam sirkulasi umum. Dengan kata lain, pada
£ ovivex, efek TKF di dalam organ dapat diperkirakan dad kadar TNF dalam
peredaran darah perifer. Hal ini dibenarkan oleh Clark dan Cowden (19%9) yang
menyatakan pada /' wiwar, sitokin-sitokin mempunyai kadar tinggi dalam sirkulasi,
tebapt tidak tenadi hipoxia dan akumolas sitokio lokal dalam organ-organ Bahwa
pada F. wwax tdak terjadi sekuestrasi, teiah diketahui sejak lama, serta dapat dilihar
dari sediaan hapus darah penderita-pendenta di mana berbagai stadmm  dapat

ditemukan, sangat berbeda dengan sediaan darah dari pendenita . fedciparum.

6.2.3.6.2 Apemia dan efek sekuestrasi.
Pada malana fafciparmmenadi sekuestrasi sel darsh merah ternfeks: di dalam
sungsum tulang, juga terlihat peningkatan jumlah makrofag di antara eritroblas, yang

memfagositir mgmen malana {Schlichterle, ef af., 1996}, Sekuestrasi ini meningkatkan
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kadar TNF dalam sungsum tulang, Dalam hal malaria, tidak hanya TNF yang bersifat
men-depres aklivitas sungsum tulang untuk eritropeisis, namun juga adanya deposisi
dan pigmen hemozoin, metabolt dari hemoglobin vang keluar pada wakiw sizon
pecah, vang bersifat racun bagi sel-sel entrosit mudafentroblas (Miller, et al, 1989;
Arcse P - in o Schlichierle, er af, 1996). Adanya diseritropoisis imi jugs dibuktilkan
oleh Clark dan Chaudn (1988%) pada vkus yang menderita malara berat atau tikus
dengan infeksi malaria ringan vang disuntik dengan INF. Pada malaria jupa terjadi
peningkatan cnirofagositosis, di dalam limpa maupun di dalam sungsum  tulang
sendirs. Peningkatan entrofagositosis e sclain dapat dipacu oleh sitokin-sitokin
radang termasuk TNF, juea diperani oleh antibodi yang menyebabkan/meningkatkan
apsonisast (Ferante, e¢f af, 19000

Peran TWF dalam tegadinva ancrma memattyg (idak sebgsar pada malania
serebral, inl diperkuat oleh hasi penelitian McoGuire, ¢f @l {1994} vang menyatakan
bahwa tidak ada asosiasi aniara kejadian anemia berat pada malana dengan frekuens
varian homozigot alel TNF2 vang biasanya menyebabkan kecenderungan produksi
berlebihan TNF. Sedang pada malana serebral, asosias tersebut lebith besar, apalag
nada penderita malaria serebral yvang tatal. Rudin, ef af (1997a) juga berpendapar
babwa bhubungan anemia dengan TNE (idak sebesar pada malana serebral Dhsamping
it juga ada IL- 10 yang menurunkan pengaruh TINF.

Selan itu, ada fakior-faktor lan yang dapat ikut menycbabkan anemia pada
malana, seperti telah diuraikan pada subbab 2.4.2.

Dalam peneliian im1, di mana anemia ditemukan pada 79% pendenta, sedang

anemia berat hanya ditemukan pada satu crang (tabel 3.3}, anema ndak berkorelas:
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dengan derajal parasitemnia (tabel 510, 511, 5.12) maupun kadar TNF {tzhe!l 514 dan
5.15) bila ditimau dari seluruh penderita. Mamun pemilahan atas kasus malana berat
dan malana ringan (tabel 5.16 dan 5.17) menunjukkan bahwa TNF justru mempunyai
hubungan positif dengan peningkatan kadar Hb, terutama pada kasus P. vivax . Hal i
sulit diterangkan, atay dapat dianggap bahwa peran TNFE dikalahken oleh faktor-fakior
izin pada anermia, misalnya efek sitokin {-1, 1L.-10, atau faktor eksternal misalnya
nutrisi. Pemilahan atas malaria berat dan malana ringan itu sendii tidak didasarkan
hanya pada derajal anermianyg saja, tetapi berdasarkan penjumlahan dari berbagai
komponen gejala khimk.

Sedang analisis mengenai korelas: daya hambat serum dengan kadar Hb menunjukkan
koeftsien vang cukup besar meskipun tidak bermakna (r = 0,524, p = 0,148} pada /*
Jatciparum (tabel 5260 Im dapat dimengerti bahwa adanva daya hambal terhadap
produkst TRF dapat mengembalikan kadar Hb denean mengingat peran kontribuosi
TNF dalam timbulnya anemia seperti diterangkan pada bab 242 dan lebrh
menekankan adanya kemungkinan pengaruh sekuestrast terhadap rendahnya kadar

THNF daiam sirkulas.

6.2,3.0.3 Dremam, TNF dan parasit malaria.

Menunat Kwiatkowski, er of. {1997} dan beberapa peneliti lain seperti telah
dikernukskan pada bab 2, respon demam yang paroksismal pada malaria merupakan
hasil induksi produksi TNF, yang merupakan respon paimer (tidak memerlukan peran
sel T seperti pada malana serebral), yang merangsang pusat suhu dan berkartan
dengan sifat labil dan TNF vang cepat menghtang, sehingga suhu juga naik - turun
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dengan cepat. Ini juga terjadi pada & vivax dan telah dibuknkan aleh Butcher, ef al
(1990 dan Karuraweera, ¢f of {1992b). Butcher mengamati pada penderita —penderita
malaria wwvax babwa puncak kadar TMF umbul bersamaan dengan penamplan
mayuntas bentuk cincin pada sediaan hapusan darah pendenta. Sedang penelitian
dilaboratorium oleh Kwiatkowski, er af {1289b) dilakukan pada biakan bareng
monasit dengan M falciperam {gambar 2 8).

Berdasarkan analisis  pada bab 633 temyvata bak  pada P fafciparum
maupun % vevax, peran langsung dari parasit juga penting dalam terjadinya gejala
dermam e Hal im dupar diterangkan dengan hasil penelitian Kubata, e af (1998)
tahwa homogenat dan kullur #. fdlerparien, dapat memproduks Prostaglandm yvang
bersifat pirogenik. Pada keadaan in vivo, mungkin Prostagfandin vange terbebas pada
wakin 51200 pecah merangsanyg pasat suhu Prostaglandio in juga merupakan senyawa
yang labil .

Dalam kelompok malaria berat juga ada dua kasus hyperpireksia dimana kadar
TNF tidak terlalu tinegt. Hal im juga meoyokong pendapat peran parasit langseng
terhadap pusat suhu tanpa melalut TNE sebayal mediator, diperkuat analisis pada tabel
514 dan 5.15 yang menyatakan tidak ditemukan korelasi antara demam dan kadar
THF.

Dari uraian Kapas, Shibata dan Krueger {1995) dikctahui bahwa TINF dalam perannya
merangsang pusat subu, juga mengugunskan Prostaglandin sebagai mediator. Telah
diketahui bahwa TNF memang dapat menstimudic pernbentukan PGI2 dan PGEZ
{Chnarello, 1994} Maka kedua faktor, TNF dan parasit sendin, ternyata melewati jalur
yvang sama dalam mewuudkan eftknya memmbulkan demam. Hanya sara harus
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diperhatikan adanya tenggang wakiu anilara munculnya TNF dalam darah dan
timhulnya efek peningkatan suhu, seperti vang bisa dipelajan dari  percobaan
Kannaweera {gambar 2.3). Pengetabuan mengenai peran TNF dalam timbulnya
demam i telab dimanfaakan oleh Kaminaweera dengan penggunaan antibodi
monokional terhadap TNF untuk pengobatan pada anak-anak penderita malaria di
(rambia, dan termyata dapat menurunkan panas dengan kecepatan sesual dengan dosis

anti-TNF yang digunakan (Karunaweera, ef of., 1992 Kwiatkowski, ef af, 1993},

Sebenarnya respon penmgkatan sohu ini, sama dengan produkst TNF sendin.
mempunyai  tujuan  protektif, yaitu pengendalian  populasi  parasit  MHal i
dimungkinkan karena suhu  tinpgi  berakibat  peningkatan  fungsi  sel-sel
imunokompeten  serta dan secara  langsung  juga  mengurangi  pertumbuhan
mikroorganisme  termasuk  parasit  malana {(Kuby, 1992, Kwiatkowsks 1995,
Kwiatkowski, er af., 1997). Peneluian Higuchi, ¢f ol (1991) menvatakan, adanya

peningkatan suiw akan sangat memngkatkan fungs sitotoksik dan TNF sendini.

6.2.3.6,4 Gangguan Tungsi hati pada malaria,

Gangguan fungs: hati pada malana, selain karena adanya stadium pre-entrositik
juga dapat disebabkan cleh adanva bentuk-bentuk hipnozoit di dalam sel hepar yang
ditemu pada P wivax dan tidak ada pada F. falciparum (Drailhe, Renia and Fidock,,
1995). Keberadaan bentuk pre-entrositik dan  hipnezoit  dalam  hepar  ini
memungkinkan:

1. Adanya kerusakan sel hepar yang dihuni oleh hipnozoit karena proses

pertumbuban parasit,
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2. Stmulasi produksi ENF lokal oleh sel Kupfer yang dapal merangsang sel-sel hepar
disekitarnya dan mengaktifkan produksi NO (mtric oxide) di dalam  sel hati
sendic karena di dalam sel hati tersedia epzim khusus untuk itu (INOS = inducible
nitric oxide synthase), dan menyebabkan proses “swicide” (Lancaster 1992 ) yang
merusak din sendin, atau yang lebih tepat disebut “pengorbanan diri” agar parasit
vang ada di dalam sel itu juga mati.

3. Adanya kemungkinan timbulnya respon pembentukan IFN-y terhadap bentuk
exoeritrositik  sebagaimana dikemukakan oleh Schhchterle (1996), dan 1FN-y
disamping dapat mengmatkan produksi TNF oleh sel Kupter juga secara langsung
menstimulir produksi NO (Moncada, Palmer and Hicks, 1991).

4. Adanya respon imun seluler dengan pengaktifan sel T sitotoksik terhadap parasit

mraseluler di dalam hepatasit (Dieye, et af., 1997, Schlichterte, 1996).

Perlu juga diingat bahwa pada infeksi /% vivgr, di mana indeks multiplikasi dar
bentuk aseksual dalam peredaran darah tidak setinggi P faiciparum:, ditambah adanya
keterbatasan jerns entrosit yang dipilih sebagai hospes {White, 1998) maka apabila
ditemukan derajat parasitermia yang tingg: di dalam peredaran darah, tu berarti bahwa
bemuk hulunya, yaitu bentuk ekso-eritrositik di dalam hepar, mempunyai kuantitas
vang tinggi juga. Jadi dapat dimengerti adanya kerusakan yang luas di dalam hepar

bila derajat parasitemia tinggi seperti yang ditunjukkan pada tabel 5.12.
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6.3 Pembahasan Hasil Penelitian Bagian Kedua,

6,3.1.1 Korelasi besarnya daya hambat produksi TNF pada stimulasi

duz antigen yang berbeda.

Adanya korelasi besamya daya hambat produksi TNF pada serum-serum dari
penderita, vang divkur secara i vitre  dengan stimulasi produksi TNF oleh antigen
berbeda seperti vang ditunjukkan pada bab 5.3.1, menunjukkan adanya reaksi silang
diantara kedua antigen, yaitu galur-galur yang berasal dan Lombok sendin (Lo-2) dan
galur yang berasal dari Trian Jaya {G-2300) Hal i dapat mempunyai arti penting,
yvaitu hila daya hambat yang terukur i memang merupakan antibodi yang dapat
mencegah timbulnva gejala klinik malaria, maka respon inwn dari penderita yang
berasal dari Lombok, juge akan dapat menghindarkan penderita ini dari gejala klinik
malariz yang ditimbulkan oleh infeksi dan galur wvang berasal dan lrian Jaya
Penelitian ini dapat diperluas dengan galur-galur yang berasal dari daerah lain.
Dengan mengingat adatiya keanekaragaman hayati di Indonesia, maka adanya respon
silang dapat menguntungkan. Adanya sirorn- dan species-cross reactivity juga telah
dilaporkan cleh Bate dan Taverne (Bate, ef 2l, 1990, 1992b; 1994k, 1994c, Taveme,
el al, 1950b, 1990¢). Kurangnya spesifisitas ini dapat saja dihubungkan dengan
kemungkinan antigen malada yang menstimulir TNF  yang termasuk golongan
antigen T-independent dapat  menghasilkan aktivasi sel B poliklonal sehingga
dihasilkan IgM veng kurang spesifix {Janeway, er af, 1999, Roitt, ef al, 1996}

Sebagaimana dinyatakan pada bab 25 Bate dan kelompoknya, mengidentifikasi
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antigen yang terlibat dalam stimulasi TNF sebagai suatu fosfolipid, dan Schofield, ef

ai. (1993a; 1993b; 1994) mengidenifikasinya sehagal suatu inositol-glikosil-fosfatidil.

6.3.1.2 Perbandingan daya hambat produksi TNF serum penderita dari

RSU dan Pushesmas,

Serum penderita RSU menununjukkan daya hambat produksi TNF lebih tinggi
dan pada penderita Puskesmas, meski perbedaan tersebut tidak bermakna. Lebih
tingginys daya hambat sampel RSU, mungkin disebabkan jarak waktu pengantbilan
spesimen di RS lebih singkat, sehingga kurva masih berada dalam fase peningkatan
Sedang pada penderita Puskesmas, sampel-sampel pada masa konvalesen
menunjukkan dayva hambat rendah Hal im dipastikan dengan melihat kurva Huktuasi

pada gambar 5 4.

6.3.1.3 Kurva daya hambat produksi TNF dalam serum penderita.

Kurva dari penderita-penderita dan Puskesmas pada gambar 5.2 dan 3.3 terlihat
bahwa sampal minggn keempat, belum semus gans kurve menunjukkan penurunan,
baru pada monggu ketujub kurve daya hambat seluruhnya menurun,

Adanya penurynan daya hambat pada minggu ketujuh seperti yanp terjadi pada
sampel Puskesmas menunjukkan balwva daya hambar tersebut bersifat transien atau
berumuor singkat, maka ada kemungkinan merupakan igh. Hal ini sesuai dengan yang
dilaporkan Bate et af, (1994) pada dua orang penderitanva, dan telah dianalisis secasa
luas pada binatang percobaan (Bate 1939, Bate, ef al, 1994a; Taveme, ef al, 1990a,

19906, 1990c).
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Namun pada penelitian Bate iersebut, pendenta-pendenita langsung diobats
schingga parasit cepat menghilang, berarti stimutasi antigen atomatis bechent. Sedang
pada penelitian tni, beberapa penderita masih menunjukkan parasit di dalam sediaan
darahnya. Nanwn dalam analisis, temyata tidak ada perbedaan besarnya daya hambat
serumn penderitz yang masih mengandung parasit pada pengambilan sampel terakhir
maupun yang tidak mengandung parasit lag@. Tetapi ada seorang pendemta £
Jalciparum  dan Puskesmas, yang telah menunjukkan penurunan daya hambat
serumnya pada pemeriksaan terakhir (sampel ketiga), termyara daya hambai tersebut
meningkat kembali sejalan dengan adanya infeksi baru dengan F. wwir, Secara
teoritis, respon lgM memang tidak bertahan lama setelah pemberian antigen, tetapi
adanya iofeks: baru atau infekst yang  bertahan Jama, dapat merangsang produks
antibodi.

Apabila days hambat dalam serum penderita malaria dalam penelitian
memang merupakan (gh seperti yang dikemukakan oleh Bate dan Playfair (iihat bab
2.5), maka isotip ini memang lebih cepat terdeteksi di dalam serum, namuen jugs lebih
cepat menghilang. Janeway, ef af (199%9) menyatakan, bahwa antigen tipe T-12 dapat
merangsang respon pembentukan antibodi tghd datam wakou 48 jam. Krisna Ray,
dengan menggunakan IIFT {indirect immunofluorescent test) dengan antigen stadium
sizon, telah dapat mendeteksi {gM tersebut pada har pertama penderita mengalami
panas, dtikuti dengan peningkatan titer pade hari-han berikutnya {Ray, ef al., 1992}
Dinyatakan, bahwa deteksi g merupakan pertanda recemt imfection dan mungkin

dapat menjadi metoda diagnosia alternatif. Namun perlu diteliti, apakah antibodi yang,
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terdeteksi oleh Ray dalam IIFT tersebut, sama dengan “inhibiiory andibodi” yang di
teliti oleh Bate den kawan-kawan.

Kremsner, ef af (198%b) menyatakan bahwa IgM ditemukan pada penderita
mafaria, dan kadar IgM pada penderita semi-imun tidak berbeda dengan kadar igM
pada kontrol. Sedang pada penderita wosn-imon, kadar JgM meningkat pada han
pertama (day () dan hari ke 5 MRS, dan kadarmya rendah pada han ke 28. Namun
kemungkinan besar igM yang diukur bukan g spesifik.

Kurva seperti di atas tampaknya sesuai dengan gambaran respon imyn dan
sebuah dasreh dengan tingkat endemisitas rendah. Tingkat transmisi yang rendab
menyebabkan tidak adanva re-infeksi yang menyebabkan “boosting”, sehingge kadar

antibodi 1gM akan menurun kembali dalam 6 — 7 minggu.

6.3.1.4 Perbandingan days hambat produeksi TNF dari serpm penderita
malaria felciparum dan malaria vivax .

Pada konsentrasi serum 5% ini, harga rata-rata daya hambat serzm pade
penderitz infeksi . falciparum lebih rendah dari pada harga rata-rate daya hambat
serum penderita infeksi F. vivax (tabel 5.23).

Hasi! penelitian ini agak berbeda bila dibandingkan dengen perolehan Bate, e af
{1952b), vang membuktikan tidak ada perbedaan inhibisi veng dihasitkan oleh
antiserum dari tikus yang diimonisasi dengan masing-masing £, vivax, P. folciparum
dan P. yoelii terhadap produksi TNF pada kultur monosit yang distimulir dengan exo-
antigen dan ketiga spesies. Namun dalam penelitian itu, Bate menggnakan antisera

yang berasal dart tikus yang diimunisasi dengan exo-antigen yang berasal dari
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supernatan biakan Bate sendin telzh membuktikan, bahwa amliserum ini lebih efektif
dan pada serum hiperimun dalam percobaannya.

Perbedaan dava hambat antara serum pendenta kedua macam malana it juga

agak berbeda dengan harapan yang diperofeh dengan adanya korelasy daya hambat
terbadap dus galur antigen seperti telah disampaikan di atas. Oleh karens itu sangat
diperlukan penelitian lebih lanjut untuk memastikan hal im.
Bahwa daya hambat serym pada penderita £ falciparum lebih kecil, mengundang
pertanyaan apakah hal i disebabkan oleh adanya proses sekuestrasi, yang
menyebabkan pembentukan komplek imun di lokasi antigen penama keluar dan sel
darah merah yang menyebabkan kadar antibodt dalam sirkuiasi menunin.

Depostsi darl [gM di dalam organ tempat sekuestrasi juga telah dibuktikan oleh
Atkawa {1988) pada preparat-preparat autopsi dari pendenta malana sercbral dari
Burma Aikawa juga mengngatkan, bshwa untuk pembuatan vaksin anti-malana,

sehatknya juga dievaluasi efeknya terhadap daya sekuestrasi dan parasit.

6.3.2 Analisis karelasi antara besarnya dayz hambat preduks: TNF dalam serum

penderita dengan penurunan gejaka klinik malaria.

6.3.2.1 Daya hambat produksi TNF dalam serum penderita malaria berat

dan malaria ringan,

Drard tabel 525 tecfihat babwa meskipun tidak bermakna, daya hambat dan setum
penderita malaria berat lebih tingg dan pada penderita malara ringan. Hai wi dapat
berarti
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1. Secara tidak langsung menunjukkan bahwa antigen yang dikandung oleh penderita
malania berat cukup potensial untuk merangsang timbulnya produksi TNF yang
dapat memperantami timbulmya gejala klinik, serta merangsang timbulnya respon
daya hambat vang tinggi.

2. Penderita tmalaria berat berussha keras mengatasi produksi TNF yang berlebiban
{(yang merugikan) dengan meningkatkan daya hambat techadap stimulasi produksi
TNF tersebut.

3. Tetapi bisa juga berarti bahwa dengan masibh beredarmya dlocking antibody dalam
jumiah besar di dalam sirkulasi, produksi TWF di dalam organ tidak ada yang

mengendalikan schingza terjadi gejala klinik malaria berat,

6.3.2.2 Korelasi antara besarnya daya hambat serum terbadap produksi

TNF yaog diukur secara i vitre dengan kadar TNF dalam  serum,

Dari tabel 5.7 diketabni bairwa korelasi tersebut bertands negat:if namun kecd
pada P. falciparum, dan besar senta sangat bermakna pada P wvax (r = -1,000, p =
0,01y Meskipun pada P. vivgr, jumlah ssmpel yang dapat dianalisis hanys 4, nanmn
ini dapat menjadi awal dani pembenaran tidak adanya pengaruh sekuestrasi pada F.
vivax, sehingga timbulnya respon daya hambat langsung dapat menurunkan kadar

TNF.

6.3.2.3 Korelasi days bambat produksi TNF dengan parameter gejais klinik .
Pada penderita P. falciparum {(tabel 5.26) terlihat hubungan sebagai berikut

1. Koefisien koretasi dan derajat kemaknaan yang tidak konsisten, yang sejelan
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dengan dugasan pengaruls sekuestrasi.

2. Adanya korelasi positif yang bermakna dengan SGOT, vang sulit dijelagkan.

3. Untuk pgejala demam adanys korelasi negatif, meskipun tidak signifikan,
menunjukkan bahwa TNF dapat mempunysi parisipasi juge dalam tumbulnys
gejaia demam (di sampng efek parasit laogsung seperti telah  dianalisis
sebelumnya), sehingga timbulnya respon penghambat produksi TNF  dapat
mengurangi gejala Jdemam. Ini beradti, timbulnya respon penghambat, dapat
mencegah parasit untuk akses kepada pusat suhu, dan juga dapat memblokir
parasit untuk merangsang produksi TNF pada sel monosit. Pemikian juga untuk
gejala anemia, daye hambat produksi TNF dapat mengakibatkan Hb meninghat

kembali.

Pada pendenta P. vivax (tabel 5,273

1. Terlihat korelasi dengan arah negatif sempa Dan bila dilihat masing-masing
koefisien korelasinya, meskipun tidak menunjukkan nilei signifikan, namun
hampir semua menunjukkan derajat korelpst yang lebih besar dari pada pada F.
Jalciparum, kecuali pada kadar Hb.

2. Korelasi yang negatif menunjukkan bahwa daya hambat serum  penderita
memunjukkan efek mengurangi gejala kbnik. Maka sekali lagi, hal ini dapat
menunjukkan bahwa pada P. viwax, baik TNF maupun antibodi yang menghambat
produksinya, berada secara merata di dalam sirkelasi maupun di dalam organ,

schingea efeknya terhadap organ bisa di estimasi dari peredaran darah tepi,
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§.4.1 Keberhasilan Uji Hipotesis.

Dari hasil peneliian yang telah dibahas tersebut, dapat dimumusken
keberhasilan penelitian dalam menguji hipotesis yang telah disusun, sebagai berikut :

i, Uji korelasi antara derajat parasitemia dengan beratnyz gejela klinik malaria pada
seluruk penderits malaria di RSU Mataram, menghasilkan korelasi bermakna
hanya padn gejela klinik demam. Oleh karena i, dicoba untuk memilah penderita
dalam kelompok berdasarkan spesies penyebab.

Ternyata pada penderita malaria falciparim, korelasi antara derajat parasitemia
dan gejala klink juge hanys ditemukan pada gejala klinik demam. Untuk gejala
klinik yang lain, terlibat koefisien. korelasi yang sangat kecil.

Sedang pade malaria wivax, korelesi bermakna juga hanya ditemukan pada gejala
klink demam, wmeskipun untuk gejala Klinik yang lain ditemmukan koefisien
korelasi yang lebih besar dari pade pada malara falciparum, bahkan korelasi
tersebut mendekati bermzkna pada gejala gangouan fungsi hati SGPT (dan
bilirubis).

Tidak adanya korelasi amtara derajat parasitemia dan gejala klinkk tersebut
terutama pada malana felciparem, mungkiz disebabkan adanya faktor lamn
disarnping efek jumiah parasit, antara lasin . efek dari mediator vaite TN¥, dan
adanya proses sekuestrasi sebagai akibatnya,

Pada penderita ~ penderita malaria di RSU tersebut ditemukan kadar TNF yang
tinggi. Kadar TNF rata-rata pada penderite — penderite ini cukup tinggi bila
dibandingksn dengan daerah ¢ndemik lain Hal ini sejatan dengan tingginya kadar
TNF pads penderita non-imun atat semi-imun.
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Ditambeh adanya kenyataan bahwa :

8. penderita-penderita di RSU tersebut merupakan orang dewass,

b. adanya informasi dan data pada tahun sebelumnya bahwa prevalensi

malaria pada anak-anak lebih rendeh dari pade orang dewasa,

¢. respon antibodi terhadap RESA yang tidek mencapai tinghkat protektif,
maks tampaknya data ini sesuai dengan keadnan daerah hipo-endenuk di mana
tingkat pemaparan yang rendah tidak menimbulkan imunitas yang dapat
menurunkan kadar TNF dan gejala khinik (Tharavanif, ef af, 1934, Fnbourgh-
Blanc, et af.. 1935, Baird, et al, 1998, Riley, 1999).

2. Terdapat perbedaan yang bermakna (p = 0,017) antars kedar rata-rata TNF pada
penderita /. falciparmm dan P. vivex, yaita 309,77 pg/inl pade P. folciparum dan
119,02 pg/ml pada P vhex. Kadar yang berbede pada kedua macam malaria i
mupgkin disebabkan perbedaan kemampuan kedua spesies parasit dalam
merangsang produksi TNF pada monosit-makrofag penderita. Perbedazn kadar im
dapat saja berakibat perbedaan besarmya pengaruhnya.

1, Kadar TNF tersebut tidak berkorelasi dengan derajat parasitemia baik pada P.
Julciparum mavgpun .o vive
Hal ini mungkin dissbabkan adanya siumulasi kedar TNF di dalam organ karena
sekuestrasi pada P falciparum, atau disebabkan kadar TNF yang berfluktuasi,
sexlangkan derajat parasitenua tidak berfluktuasi pada P, viverr,

4. Keadar rata-rata TNF pada penderita malaria berat (407 80 pg/ml) lebih tinggi dari
pada penderita mafaria ringan {21140 pg/m!), meskipun perbedannye tidak
bermalma (p = 0,226). Hal ini sesuai dengan sebagian besar laporan peneliti lain.
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Namur tingginya kadar TNF tersebut pada penderita malana falciparom tidak
berkorelasi dengan gejala klinik demam, anemia gangguan fungsi hati dan
gangguan fungsi ginjal.

Sedang pada penderita malaria vivax, terdapat korelasi bermakna antars kadar TNF
dengan gangguan fungsi hati, dan koefisien korelasi dengan gangguan fungst
ginjal menunjukkan angka yang lebih besar dari peda pads malania folciparan.
Kecilnya korelasi antara kadar TNF dengan gejala klinik pada malarta falciperim
dapat dihubungkan dengan seluestrasi yang menyebabkan alummlasi TNF dalam
Organ.

5 Ih dalam serum penderita malaria di Lombok ind ditemopkan faktor yang
mempunyai deya hambat terhadap produksi TINF secara in vitro. Aktivitas daya
harnbat menwrun perda mass konvalesen, Kurve days hambat produksi TNF ini
serupa dengan kurve dlocking antibody yang merupakan IgM dan bersifat transien
vang dilaporkan oleh Bate dan kawan-kawanys seperti disebutkan sebelumnys.
Kurve ini juga sesuai dengen dacrh dengan endemisitas rendah.

6. Besarnya daya hambat dalam serum penderita malaria falcipersim lebih rendah
dari pada penderita malaria viwax. Hal ini mungkin disebabkan terjadinya imun
komplek di delam organ tempat sekuestrasi sehinggs kadar antibodi di dalam
sirkulasi berkurang pada malaria feiciparum,

7. Masing-masing serum penderita, tidak menunfukkan perbedasn daya hambat
produksi TINF terhadap stimulasi dengan antigen dan dua galur berbeda. Imi
mungkin disebabkan adanya spesifitas yang renduh dari Igh antibodi yang
dihasilkan pada rangsangan antigen malaria ini.
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8. Besarnye daya hambai produksi TNF tersebut pada penderita maleria fafviparim
tidak berkorelasi dengan penurunan kadar TNF, tetapi pada pendemia malans
vivax menunjukkan korelasi bermakna dengan peourunan kadar TNF. Tidak
sdanya korelasi pada malana falciparum tersebut dapat disebabkan kadar TNF
yang berfluktuasi ataupun oleh pengaruh sekuestrasi, baik terhadap kadar THWF
dalam sirkulast maupun kadar antibodi yang terukur sebagai daya bambat produbsi
TINE.

9 Besarnya dayve hambat produksi TNF  tersebut pada pendenite malana faleiparim
tdak berkorelasi dengan penurunan beratnya gejala kiinik. Penderita malana vivax
menunjukkan korelasi yanyg hample bermakna antara besarnya daya hambat
tethadap produksi TNF dengan kadar SGOT, dan, meskipun tidak bermakna,
koefisten korctast dengan komponen uejala klintk yang lain menunjukkan angks
vang konsisten negauf dan lebih besar dan pada pada pendenta malana
faleiparum. Kecualt pada gejala anemiz, terdapat korelasi positif antara dava
hambat senun dengan kadar Hb pada P, falciparom, yang dapat dianikan bahwa
timbulnya daya bambat produkst TNF dapat menghindarkan penderta dan

anemia,

Keberhasilan up tersebut dirangkumkan dalam tabel pada hataman berikut.
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Tahel 6.2 Rangkuman keberhasilan uji hipotesis.

Nomot Hipotesis Penderita Penderita
malana malana vivax
Jalciporum

1 Terdapat korelast antata a.terbukti pada a.terbukti pada
derajat parasitemia dengan gejala demam gejala demam
gejala Klinik b.tidak terbukti | b.tidak terbukti

pada gejala lain pada gejala lain

2 Kadar TNF berbeda antara malaria fafciparurm dan malaria viver .

N terbukti. :

3 Terdapat korelasi antara Tidak terbukti Tidak terbukti
kadar TNF dengan derajat
parasitemia.

4 Terdapat korelasi antara Tidak terbukti Berkorelasi de-ngan
kadar TNF dengan gejala gangguan funpsi
klinik, hati

5 Serum penderita mempunyai | Terbukti Terbukti
daya hambat terhadap
produksi TNF

6 Daya hambat serum Daya hambat serum penderita
penderita malatia fafciparion | malaria falciparum lebih rendab dan
berbeda dengan serum pada penderita malaria vivax
penijerita malaria vivax

7 Daya hambat terhadap dua Terbukti Terbukti
antigen tidak berbeda

8 Korelasi daya hambat dengan Tidak terbukti Terbukti
penunuman kadar TNF

9 Korelasi daya hambat dengan | Tidak tecbukti | Koefisien. korelasi
penutunan gejala kKlimk {terbukti pada | yang konsisten

anemia - N8) meskipun tidak
bermakna
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

KESTMPULAN:

I. Pada penderita malaria faleiparwm dan malada wivax di daerah  hipo-
mesoendemik Lombok, korelasi antara derajat parasitemia demgan beratnya
gejala klinik hanya ditemukan pada gejata demam. Sedang umuk gejala klinik
anemia, gangguan fungsi hati dan gangguan fungsi ginjal, tidak terdapat
korelas dengan dergjat parasitemia.

2. Pada pendenta-penderita malaris tersebut, ditemukan kadar TNF yang tinggi,
yaitu antarg O dan 3057 pg/ml dengan rata-rata 256,72 pg/ml.

Kadar TNF ternyata lebih tinggi pada penderita malaria fafciparum dan pada
penderita malana vives {p = 0,017).

3. Kadar TNF pada penderita-penderita tersebut tidak menumpukkan korelas
dengan derajal parasitemia pada pendenita malana falciparum maupun malana
vivar.

4. Pada penderita malaria falciparum, kadar TNF tidak menunjukkan korelasi
dengan beratnya gejala klisuk demam, anerna, gangguan fungsi hati dan
gangguan fungsi ginjal. Sedang pada penderita malaria wivax, kadar TNF
menunjukkan korelasi bermakna pada gangguan fungsi hati dan secara umum
menunjukkan koefisien korelasi yang lebih besar dengan gejala klinik dan

pada malaria fafciparum.
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5. Serum penderita - penderita malaria di daerah hipo-mesoendemik Lombok
mempunyai daya hambat techadap proeduksi TNF. Praya hambat tersebut sangat
menurun pada serum pada masa konvalesen (minggu ketujuh).

6. Besarnya dayas hambat serum penderita malaria fafciparum lebih rendah secara
bermakna dari pada daya hambat serum pendernita malania vivax.

7. Serum penderita-pendenita malania imi tidak menunjuikan perbedaan besarnya
daya hambat terhadap stimulasi produksit TNF dengan antigen F. falciparum
yang berasal dan Lombok dan Iran Jaya.

% Besarnya daya hambat tersebut tidzk berkorelast dengan penurunan kadar TNF
dalam serum pada penderita malaria falciparum, tetapi berkorelasi sangat
bermakna dengan penurnunan kadar TNF dalem serum pada penderita malaria
174

9. Besammya daya hambat dalam serum pendenta malania faleiparum
menumjukkan korelasi yang tidak konsisten dengan penurunan gejala klink,
sedang padz pendenta malaria vivax, besarmya daya hambat meskipun tidak
menunjukkan korelasi yang bermakna, tetapi menunjukkan arah  vyang

konsisten dengan penurunan semud komponen gejala Kk,

SARAN:

1. Oleh karena hasil penelitian imi berbeda dengan pendapatan sebagian penehti

lain yang menyatakan adanya hubungan antara TNF dengan gejala malana
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terutama pada malaria falciparum, maka perlu diadakan konfirmasi, antara lain
dalam hal :
a. Perluasan volume penelitian vang sama, Yyaitu dengan menambah
jurnlah sampel baik untuk penderita malaria falciparum maupun vivar,
b. Konfirmasi pengaruh sekuestrasi, antara lain  dengan penelitian
eksperimental pada hewan percobaan.

2 Perlu perluasan penelitian ke daerash endemik 1inggi guna memastikan
eksistensi  faktor penghambat produksi TNF  Renarkah fakior ini juga
ditemukan pada penderita-pendenita yang imun? Apakah pada pendenta-
penderia im faktor terschul berighan lama dt dalam serum, selingea penderica
tidak menunjukkan sejata?

3 Selanjutnya perlu  analisis lebth jauh dan faktor penghambat produksi TNF
terscbut, benarkab merapakan antibodt dan raks 1gM ataukah ada faktor lain,

4  Dengan mengngat hasil percobaan Bate et al (19%93) pada tkus bahwa
fostolimd vang di-“cowpling” dengan protein kaner dapat menghasilkan
Mocking armtibody yang berbentuk 126G yang dapat bertahan lebib lama, maka
periu diadakan studi dan riset ke arah sana.

5 Dengan identifikasi dan perurmpan antigen, ataupun penggunaan adjuvan yang
tepat tlentunya dapat menghasilkan “anti-fisease immunity” yang dicita-
cuakan,

& Bagi para peneliti lain yang akan melakukan penclitian di bidang yang sama,

dianjurkan untuk antara lain -
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a  Memastikan pemilihan saat yang tepat dalam ha! pengambilan sampe!
darah penderita sehubungan dengan cepatnys wakiu clearance darn TNF.

b Mcencarl teknik yang lebih sedehana dalam pengukuran aktivitas daya
hambat produksi TNF dalam serum penderita. Penggunaan sistim biologik
sebagai alat ukur dalam penelitian ini sangat menghatwskan waktu dan
tenaga o samping akuras yang kurang karena adanya varasi biologik.
Sebagal contoh, unluk pengukuran kadarfaktivitas TNF, duiu digunakan
“Blfoassry ™, tetapl sckarang dapat digunakan ELISA, meskipun tujuan

penpoundannya dapal berleda
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Lampiran 2
Uata pendetita Puskesmas Gangga dan Tanjung
Mtﬁlc koddgl Umur|| Sex | Parl ! Par2 Par3 Pard
(1| s | ] W] ]G
2 9 E L F4 NEG
3 11 2 | L Fl NEG
1 14 22 | p | NEG | Fzm | FIIVI | V)?
5 15 i | p F2 NEG | NEG
& 16 [ L FZ ~EG
7 17 L35y Fl NEG | NEG
8 18 R V3 V3 V2
9 14 [& P E3 NG V1
te 20 44 . E3 (M1 NEG
L] 21 23 P | F4G1 DO NEG
12 23 1o L Fl NEG | WEG
13 24 55 P | FiGl | FI/VE | DO
14 75 20 | G Vi [W2G1F]
15 26 k.. P | NEG DO DO
16 27 25 - F2 NEG
17 pi:l I3 P FIG1 F1GT F2GLY]
18 29 26 I. Vi Vi PO
19 30 50 P | FiGr | FiGl F1
Keterangan :
L. - laki-laks P - perempuan
PAR - jenis parasit vang ditemukan
F = . falciparum G - gametosit
Y = ] vivax M - mernzoit
DO — deop out, tidak berhasil diambil sampel darahnya.
NEG - nepanf, tidak diuemukan parasit
DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO

PERAN TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) DAN FAKTOR ...



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
150

Lamtpiran 3

ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) UNTUK MENGUKUR
KADAR TNF :

Digunakan kit Pefikine Compact Auman TNF-a ELISA &Gt buaten (entral
Laboratory  of the Netherlapds Red (ross Biood  Tramsfusion Nervice.
Artsteredam.

Prinsip reaksi

Test im merupakan reaks: “savedvich” di mana TNF-ao di dalam sampel ditangkap
oleh monocional anti-friman TNF-a aertibody yang berada pada dasar sumur {telah
di-“coating ” sehari sebelumnya). Sesudah pencucian untuk membersihkan sisa-sisa
bahan lain yang tidak ditangkap oleh antibodi, ditambahkan antibodi monoklonal
kedua terhadap TNF-o vang terikat tadi. Antthod kedua ini telah dikonjugasi
dengan Aintin. Kemudian ditambahkan strepravidin yanpg, di label dengan enzim
horse-shoe radish perocidase (fIRF). Adanya enzim akan menyebabkan pendbahan
wama pada substrat.  Reaksi enzimatik ini dihentikan pads waktu  yang
dikehendaki dengan pemberian stop-sefufivn. Perubahan wama dibaca dalam
ELISA reader.

Metods

1. Coating sumur-sumur pada microtifer plate dengan 100 ul antibodr terhadap
TNE yang telah diencerkan 100 kali dengan coating fuffer (01 M corbonaie-
bicarbonate buffer pH 9 6).

2 Inkubasi semalam (1. 15 jam) pada subu kamar {18-25 °C).

Pencucian sumur-sumur dengan PBS {phasphate fuffered saline pH 1.2),

4. Dibubuhkan 200 ul Alocking buffer yang benisi larutan 2% BSA (bovine serium
afbuminmy dalam PBS, inkubast 60 menit dalam suhu kamar.

5 Setelah pencucian dengan washbuffer {PBS ditambah 0 005% Tween -20},
dibubuhkan 100 ul sampel serum.

Simultan dengan sampel penderita, juga dibubuhkan ke datam deretan
sumuc-sumur standard, 100 ul larutan TNF-a standard {stok benst 7000
pefmi) yang telah diencerkan dalam “seriaf difution”.

Inkubast &0 menit dalam suhu kamar.

6. Setelah pencucian dengan washfuffer, dibubuhkan 100 vl Motimdaied-TNF«
aritibody yang telah diencerkan 100 kali dalam difufion duffer (larutan 2% BSA
dalam PBS) Lalu dimkubasi 60 menit dalam suhu kamar.

7. Dicuci dengan washbuffer, lalu dibubuhkan 100 ul Streptavidine-HRP (Aorse-
shoe radish peroxidase) comjugate yang telah diencerkan 10.000 kali dalam
dilution buffer. Inkubasi 30 menit dalam suhu kamar

% Cuq, lalu tambahkan 100 ul substrat yang tetah disiapkan 10 menit sebelumnya

Substrat terdin dari
12ml swbstrate buffer (0,11 M acetate buffer pH 5,53,
200 ul TME stock seduioen:
10mg 3,5,3' 5 -terrammethylbenzidine dalam 3 ml DMSO

12 ul H o).
ul HZ0: stock (3%) SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
PERAN TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) DAN FAKTOR ...
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3 Tnkubasi 30 menit di dalam gelap dengan subu kamar

10. Dibubyhkan 100 ul stop-solutm (Ha50 18 M)

11, Inbaca dalam AL05A-reader denpan pamang pelombang 450 am.

12. Penghitungan konsentrasi PNF dalam sampel discsuaikan dengan standard.

Catatan :  Scnsitivitas - 1-3 pefmi.
Harga TNF-a dalam serum dan plasma orang sehat berada di bawah 10
paml.

1L.ampiran 4

PEMBIAKAN PARASIT MALARIA
Tojuan: koleksi dgn  multiphkasi parasit malana dan  masing-masing
penderita untuk memperoleh jumlah yang cukup untuk pembuatan antigen dan
slok parasit

Cara

1. Pembiakan dilakukan dengan metoda Trager and Jensen (1976).

2. Mediem vang digunakan:
Medwm stok

- ROMI- 1646 with grheamin, without NoaRic 10,4 ¢

- flepes huffer 5,94 2
- CGermgmycin 10 mg/ml 2.5 ml
- Dionble desoifled waver Q60 i

3. Senap Kkali akan digunakan, ditambahkan 4.2 ml Na Bicarbonas 5% per 100 ml
medium stok dan F0% (11,5 ml) normal Buman serum.

4. PH akhir dan medium jadi, harus berada di sekitar 7.2

5 Scbagar hospes parasit, digunakan sel darah merah dan orung sehat dengan
golongan darsh sesual ataw komplementer dengan sel darah merah pendertta atau
sel durah mersh vang digunakan sebelumnva serta serum vang akan digunakan.
Konsentrasi sel darah merah dibasding medium hiasanva 1:10.

6. Digunakan cufture favk bueatan Gibeo, BRI

Inkubasi dalam inkubator $% (0 atau eandie jor, dengan suhu 37 °C.

% Mediom dwant setiap han. Evaluasi pertumbuhan parasit dilakukan dengan
membuat hapusan dan peiet vang telah diaduk rata, lalu difiksasi dan diwarnai
dengan (iiemsa atao Acndine Orange Tinggpya parasiteria dibatung per 100 sel
darab  merah di  dacrahJapangan pandangan yang  mempunya distribusi
representanf.

9 Selurubh medium dan komponennya dalam keadaan steril Penggantian medium dan
sehapainyd dilakukan di dalam femirer fow atau clean bench

=~
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Lampiran 5
FEMBUATAN ANTIGEN MALARIA

Tujusn : memperoich antigen untuk dipunakan dalam stimulasi monosit untuk
memprodukst TNF-a.
Metode:

1. Pembuatan antigen sesuai dengan penelitian sejenis vang dilakukan oleh Bate, er al
{19%4a}.

2. Bahan berasal dan biakan F. fafciporum yang mengandung mayontas stadium
sizon dan trofozen dengan parasilemia sekitar 10%.

3. Seluruh biakan dipindahkan ke tabung untuk di-sentrifupe 10,000 p selama 10
memnit.

4. Supernatan dibuang, pelet (sedimen) di-lisis dengan akuades sebanyak 4 kal
volume pelet.

5. Dilakukan pengadukan dengan voriey apar benar-henar tercampur.

6. Antigen yang sudah jadi mi disimpan di dalam pendingin minus 20 ° C sampai saat
digunakan.

DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
PERAN TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) DAN FAKTOR ...
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FPEMBIAKAN MONDSIT :

Tujuan : Memperoleh sel monosit dalam jumlah yang cukup untuk digunakan dalam

purcobaan stimulas produkst THF-a,

Metode :

1.

2. Medwm vany digunzkan
- EPMI cair tanpa glutamin,
sudah mengandung Matrium bicarbonas (Flow lab) 95 mi
- Penstrep 200 w00 ugém] 1 mil
< -CHutarmn 1% 1 ml
- Hepes Z ml
= Serum nommal {human) 5 mi

3. [Digunakan cufinre flask dan Costar Laboratory.

4 Setelah dicairkan dan simpan-beku, sel Mono Mac-6i segera dicuci dengan medium
{dengan dicampur dan kemwdian dipusingkan) untuk membuang sisa-sisa bahan
pengawet (DMSO) agar tidak merisak,

5. Kemudian pelet dipindabkan ke dalaro tabung kultur dan ditambah dengan 1k, 10
kal volume medium,

6. Inkubasi di dalam inkubator dengan €02 5%, 37" C.

7. Medium diganti tiap bar dengan cara pencucian dengan sentnfugasi. Pencampuran
mediuvm diusahakan selalu dilakukan dekat/menjelang akan digunakan agar pll
tidak berubah. PH diatas 7.6 akan menggangpu pertumbuhan monosit.

8. Evaluasi pertumbuhan dilakukan dengan melihal secara wisual dengan mikroskop
akan randa-tanda viahilitas Jan kepadatan sel, dengan mentes viabilitas, dan dengan
penghitungan jumiah atau kepadatan sel.

2 Viahilitas sel di-cek dengan menggunakan larutan 0.2% trypan-blue 01
Penghitungan jumlah atau kepadatan sel dilakukan dengan menggunakan lanatan
Turk 1:10 dar kamar atung Neubayer,

10, Diusahakan agar konsentrasi sel tidak melebibi 107 per mililiter medium dan
viabitas selalu di atas 90%.

DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO

Dhgungkan Monomac 6, schuah cell ine monosit yane telah banyak digunakan
untuk penelitian sejems (Bate 19944, Bate 1994b, Picot 1993)
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Lampiran 7

STIMULASI MONOSIT DENGAN ANTIGEN MALARIA DAN KOLEKSI
SUPERNATAN YANG MENGANDUNG TNF-ix -

Tujuanp :

|. Mengetahui adanya produksi TNF-o

2. Mencari perbandingan deal/optimal antara  jumlah/konsentrasi
monosit dan jumlab/konsentrasi antigen malaria agar menghasikan
stimulasi vang maksimal.
Melikat kurve kinetik produksi TNF-oo
4. Dan butir 2 dan 3 akan ditentukan sistim yang terbaik untuk

digunakan dalam percobaan inhibisi oleh serum penderica,

rd

Metoda :

1. Dilakukan dengan metoda yang digunakan oleh Bate dkk. (1994a) dan Picot dkk.
(1993) dengan beberapa modifikasi sesuai dengan hasil penelitian preliminary.

2. Riakan sel Mono Mac-6 seperti di atas, dipancn, dicuci dengan medium, lalu
disuspensikan kembali dengan medm dan dihitung jumlah seltya.

3. Kemudian diencerkan sesual denpan konsentrasi yang dibuiuhan dan ditambgh
dengan forbol mymstat asetat {PMA) 100 ng per ml dan dunkubasi selama 1 jam
untuk aktivasi

4. Setelah pencucian, sel-sel disuspensikan kembali dengan medium lengkap (RPMI

1640 mengandung 5% serum orang normal) sesuai dengan konsentrasi sel yang

dibutuhkan.

Sel didistribusikan ke dalam sumur-sumur culture plate.

Dibubuhkan antigen dengan pengenceran sesual dengan yang dibutuhkan.

Digunakan beberapa surmur untuk kontrol negatif dan kontral positif:

Kontrol nepatif : suspensi monosit tidak dibubuhi antigen.
Konatrol positif © dibubuhi LPS (sediaan 1.PS/Mlipopolisacchanda dan E. Coli}
dengan konsentrasi 100 ng/ml uniuk 10° monositml,

8 Inkybasi &1 dalam inkubator CO2 5%,

9, Sesuai dengan kurun waktu yang ditentukan, supematan dari masing-masing sumur
diunduh dengan cara aspirasi hati-hati dengan pipet. Supematan dimasukkan ke
dalarn microtube/Eppendort dingin.

Siga-sisa sel dibuang dengan cara dipusingkan dalam keadaan dingin (10.000
pm, 5 menit, 4° C).

10. Supernatan yang telah bersin disimpan dalam minus 20  C sampai saat diukur

kadar TNF-ct nya.

~ g LA
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Lampiran 8

PENGUKIRAN DAYA HAMBAT SERUM PENDERITA TERHADAP
PRODIIKSI TNF [ {nhibition Assay)

Tujuan : Mengetahui adanya dan mengulkur besarnya daya intubnsihambat dar] serum
penderita malariz terhadap produksi TNF pada biakan monosit yang di-
stimulir anligen malana.

Metoda :

1. Dilakukan prosedur seperti yang dijalankan pada stimulast biakan moncsit dengan
antigen malana (bab 2).
2. Scbelum membububkan antigen, dibubuhkan terlebih dahulu serum pendenta yang
telah di-inaktivasi 54 " C selam 30 menit,
3. Jumlah serum penderita yang dibubuhlkan  disesunikan  dengan  deryjat
pengenceran/prosentasi serum vang direncanakan, dan  disubstitusikan dalam
hitungan konsentrasi serum yang diperlukan untuk biakan monosit agar monosit
tetap dalam kadaan optimal (sehat).
Sesudah serum dibubuhkan, baru antigen ditambzhkan.
5 Digunakan beberapa sumur kontrel, yaitu
Konirel negatif | hanya menggunakan medium dan serum orang normal
sebagai kelengkapan medium untuk memelihara viabihtas
TRONOSIL.
Kontrol positif stimulasi @ dibubuhi antigen dan serum orang normal.
(Sedangkan sumur uji daya hambat : dibubuhi serum penderita, antigen
malafa, dan serum orang normal sebagar  subsitusi
volume.
Lihat garmbar!
& Bisa direncanakan dan dilakukan sebuah “checker-board” untuk memilih
perbandingan konsentrasi antigen-senim penderita yang optimal.
7. Hasil produkst TNF dalam supernatan dikeleksi dalam kunn wakty optimal sesugi
den%an kurve lanetik yvang telah diperoleh sebelumnya, lalu disimpan dalam subu
207 C.
8. Perhitungan daya inhibisi dengan cara persentasi dibandingkan dengan sumur
kontrol, yaitu sumur yang diber stimulasi antigen tetapi tidak dibubuhi serum
penderita.

=

Daya hambat dinyatakan dalam persen seperti rumus di bawzh ini :

Daya hambai =
Kadar TNF dalam sumur kontrol — kadar TNF dalam sumur sampel
e . X 00
Kadar TNF dalarn sumur kontrol
DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
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Lampiran ¢
APPENDIX 13.C. . _
Total sample size required when using the correlation
coefficient (r) .
Takle 11.C.
Sample slie for revoaling 4 carrelatlon
Onelailed ¢ = 4.00% 0.025% 9.05
Two-lailed ¢ = 0.0t Q.05 0.010
g 0.0% o0.10 0206 o005 .0.10 010 005 00 0.20
FI

G005 TI18& 5947 4663 5193 4700 3134 4315 2414, 469
8.10 1773 1481 1162 1294 1047 7B2 1078 BS54 41k
015 7ar 655 §14 572 453 346 477 376 17}
0.20 4345 5 287 M9 159 194 166 21§ 153
0.25 I7e 231 142 202 Ta4 123 189 134 94
0.30 184 156 e 139 13 a5 116 92 &7
¢.15 136 114 90 100 a2 &2 B4 ar a9
042 102 BA £A 75 a2 47 63 51 ix
0.45 79 b6 53 58 4B 36 49 33 2%
.50 &2 52 41 di k) 9 39 n 21
0.60 40 14 27 W0 25 19 2% 216
0.70 27 23 1% 20 17 13 17 14 11
6Bl 18 15 13 14 12 g 12 19 B

atg estimate the tolal sample size, read across from r ithe sxpecied comrelation coeflichent] and dewn

from the speelfiied valees of o and 8,

Ceneral Farmula for Olher Values

The general formula for ather values af 7, a,
and & 15 as Follows (see Appendix 13.A for
deflnltions of 1, and £}, Let

r & expected correlation coefflchent

Com= 0.5 x In [{14741-r)]
N = Tatal number of subjects required

Then,

Nom [z, + 2 + CP + 3,

Estimating Sample Size for D;Herence, .
between Two Correlations = '

if testing whether » correlation, 71, s d.l.th.r-
ent from r2 (Le., the null hypothesls is that
rl = r2; the alternative hypothesls I: thlt
Fl w p2), let

C1l = 0.5 x In [((14+r)401-#1)]
C2 = 0.5 x In [{14r2)/(1-r2}]

Then: )
N o= {{z, + 5gd + (C1-CHP + 3,

IRy ¥ T

218
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Gorrelations pada seluruvh penderita malaria di RSU (Pf & Pv)
Cormelations
DERPAR THF LS SIHL HE
DERFPAR  Fearson o
Corelaton 1 050 -072 - 260 A4 - 06T
S1g. (2-taited] ) B30 it .60 551
M o5 -] 14 =5 a7
THF Pearsan
Covelation -7z 1.0040 - 206 - 148 147
S [2taded) A30 | . 476 198 222
M K] 7a 19 i LK
LS Fearson 280 258
Correlation - - 1000 -401 250
Sig. (2-tailag) ARG ATE - 174 Ags
M 14 10 14 13 13
SUHL Pearson ol
Cormelabon 346 =l sdn 1.000 - 187
S (2-taled) Rerhi 185 74 . 103
) N 96 | 77 13 96 i
K& Pearson
Cormelation - 061 141 260 - 167 1 00
Sig 3-tailed) A5i 222 A0S 103 .
M a7 i 13 1 47
S5G0O7 Pearsan i | .
Comelation 035 020 i 252 - 206
Gig. (Z-tailed) .ag3 254 it 00 Q43
M a7 77 13 085 a7
SGPT Fearson
Correlation T3 a3 186 208 - 132
Sig 12-tarled) iLETe) POT 516 027 198
M a7 ¥r 13 o5 oy
BILI Paarson : X ual
Cesrresl a%on 223 - D4 1R 363 - 098
S1g. (2-tailad} 24 A14 603 QI 340
N _ @7 7 13 oG a7
URE Fearsan .
Cormrelation 042 --062 - 185 179 - 232
DG [2taled) BEC 504 Bay 081 022
| M g7y i 77 13 25 a7
CRE Pearson t
Corralaton 0 -.0r0 280 210 - 237
=1, (2-1aied) AE4 547 241 40 .Ha
by a7 T 13 96 a7
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Corrolations pada penderita P. falciparum di RSU

Comlations
DERFAR TNF L5 SUHU HEB
[DERFAR  Fearsen o
Correlation 1. O} - 00 - b7 A28 Rugi
Sig. {2-taled) . 472 162 005 743
M T4 ] 10 73 L]
THF Fearzan
Correlation -.Doe 1.000 - 115 -173 8
Sig. {2-tailed) 472 ; JEBT 4T 232
M LA 8 3 57 A7
L5 Pearson
Corelation - 547 -115 1.0040 - 382 a2d
Sig. (2-taded) A0z Tav . 349 1448
M 10 L] 10 q |
SUHU ~ Pearsen o . .
Correlation 328 - 173 A2 1.0040 217
Big. (2-tailed) 005 a7 338 ; 065
M 73 57 e} 73 73
HE Pearsor, 038 151 524 217 1.000
Comelation i ‘ 4 ’ i
Sig. (2-tailed) T43 232 148 DG5S )
M 73 57 el 73 73
SGOT Fearsan . . )
Corralation Nu -029 T8 285 221
Dig. [F-tailed) 565 a3z 024 on D0
M 73 57 a9 7 73
SGPT Pearsor . _
Comralation 20 -1 260 e o) 143
Sig. (Z-tailed) Aan el 500 013 i
M 73 a7 4 T3 73
BrLI Faarsan
Correlation -l -9 -.ag7 3ar -0
Sig, (2-tailexd) 110 AGZ 280 G A5
M 73 a7 | Fit 73
URE Paarsan "
Corrslation 025 - 50 <510 198 - 242
Sig. (2-taled) 780 508 169 na3 oxa
M 73 57 4 Fi 73
CRE Peaarsan .
Corralation 045 -.0g9 2305 230 =232
Sip. (2-tailed) SBG AGZ AZ5 050 Bdd
M T3 &7 g Fi) 73
DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO
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Correlations pada penderita P. vivax di RSU

Correlations
DERFPAR THF LA SUHU HE
DERPAR Fearson .
Comreiation 1 000 =027 -.350 473 -.170
Sig [2-taieda) _ 919 B4 a5 474
..... _H 20 17 4 20 20
THF Pearson . d
Correlation - 027 5,000 -1.000 ! =107 144
Fig {2-tailed) a9 . . 3 G581 5B
M 17 i 2 17 17
L3 Pearson 359 (000*d 1000 648 062
Correl ation ) — ) )
Sig. (2-tanled) B4 . . 352 ¢ .83a
M 4 2 4 4 4
SUHU Fearsan p
Camelaton 473 -107 -G48 1.000 a9y
Sig [2-tailed) 035 BB ang . BEd
M 20 17 4 20 20
HH PRArSON
Corvalath 170 f 144 - 0Ez 057 1.000
Sig. (2-taled) Aat4 831 858 .BB4 )
M 20 17 4 20F 20
5GOT Pearson A
farrelation 242 231 - B3 028 -01t
1. (2-taded) A0 o7 B2 803 965
ka 20 17 f 20 20
SGPT Pearson
Camalaran A3z 43T - 37T - [k - DEa
Sig. (Z-talled) 5T or3 523 £54 TF7
M 20 17 4 24 20
BiLl Searson
Correlation 345 E - 164 - 104 a2 - 164
Sig {Z-laileg) UBS 529 A9 2685 4491
i N 20 17 4 20 20
URE Pearson !
Comratation a2 aze - 582 | - 164 - 403
Sig. (2-talled) Tod 2N 418 ATE 7
N 20 t7 4 20 20
CRE Pearson .
Comelation 27 2635 - 487 U5 -=213
Sig (2-taded) 247 304 A3 53D Q20
H 20 17 4 20 0
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Univariate Analysis of Variance kadar TNF pd sampel-2 ke 1,23

Between-Subjects Factors

M
kL 1 a3
. 30
3 g

Tests of Berwean-Subjects Effects

Cependent Yanakle THF

Type il ¢

Suers of Mean
Source SQuUarss of Square ks ! Sig
Corrected Mode! | 700344 408 2| 350172 20 G0 '! 384
tntercamt 15248205 Vol 1524820 6 4224 043
¥ 700344 40 2 | 350172 20 570 R4
Error 27075040 75 | 3IE10080 53
Tatat 32918007 TB
Comected Total FTT752B4 s

a. R Squared - 075 (Adjusled B Squared = - (1)

400

IHE

03 1

kadar I F dalam pasml
=
L=

DISERTASI
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Correlations antara daya hambat terhadap antigBr CoP@HI7G Y2tiges Arlangga

Corralations
L3 Sh
(] Pearson SoTelat nn 1000 451
g, (2-taited) ) 005
| ft 38 | 38 3
=5 Pearson CaTelaton A51Y 1 GO0
5 (P-aied) (H .
M 38 34

*> Corralation js sigrdicant a1 the 0071 lavel

T-Test Mean daya hambat LS pada P. falc (1) dan P_vivax (2}

Group Statlstics

St Std Emror

Ff M Mean Ciayaalion Wizan
L5 1 27 1881 15 43 346
2 g 38.54 2128 0 A5

Independent Samplog Test

Levene's Test for
Equality of vYarianges

___ttest for FQuaity of Mears

| B5% Confiderce Intewa:

5ig Mean Srd Errar of lhe Ofference
F Sig. t df i 2-tale d) Differenca Diffarence Lot Upper
L3 Equal vanances
a Eq sLmed 8639 Qne -2 B53Y 34 0oz 2303 R0A -38 40 HE6
Egual varargas - . =
not assumed 2107 8 503 D63 2303 10,93 -47 53 148
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Korelasi antara kadar Chloroquine, TNF dan derajat parasiternia.

Cerrelations
CHLOR THF DERFAR

CHEOR Pedrson Corralafian 1,000 202 - 356

Sig. (2-tailed) _ A89 Qo4

M uZ 44 52
THF Pearson Correlation 202 1.000 - D67

Sig. (2-lanled) 189 ) 866

M _ _M 44 44
DERFAR  Pearson Correlation - 3095 - T 1000

Sig. (Z-tailed) 004 BEG :

y | o2 A4 52

' Correfation iz significant at the 0.01 level [24ailed).

DISERTASI
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Lampitran 12

EXPERIMENT 27 NOYEMEER 1798

L.Cnal & 1o determine suitable concenteation of grtipen { LO-2) for using in inhibition assays.
Scrum Conceniriucn ;5%

L=} =230
Ap- 1: 2000 140 1:800 1:500
An+ | Metval JRed val| % Red | Ap+ | Mot val |[Red val| %% Red| Ap+ | Neival | Red val| % Red| Ag & § Netval |Red val| %o Red
NHES o] 0.521 (450 254 n.18
fhETy 01,450 (458 (252 0 1%
0 166 0,415 .430 265 [ ]
Avg 0172 nA46S | (1297 m36% | 0,293 257 | 0.N8% n139 LT
Par's scrit
15-2 0093 0472 .4l 312 0224
(171 04%7 0 40T .25 fn1#7
AR .517 0 44¥ 307 0,214
Mg AL1AZ 497 11,345 Mo Red| 0,412 1270 {1024 LR (L2494 i.143 | No Red 1.209 05T | Mo Hed
-3 .14% 0432 0341 2535 (1,152
L .342 327 r 195 (1.1%4
o7l 0357 0 30T 0202 0238
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DISERTASI SRI HIDAJATI BAJU SANTOSO

PERAN TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) DAN FAKTOR ...
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