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ABSTRACT

Diagnosis of malaria is an important part of the malaria elimination program. Fast process,
accurate and inexpensive is a hope in the diagnosis of malaria, especially in remote areas, in
emergency situations or when microscopic staffs are not available. The RDT and RDTs tests that
have been used to diagnose malaria, sometimes have less than expected accuracy. Microscopy
is the gold standard in routine examination, often constrained when microscopic staff are not
present. The experience of microscopic staff will also affect the results of the examination. Nested
PCR is often used to confirm microscopy results, but requires special equipment and laboratories
so it is expensive. To answer the shorfcomings of the previous examination method, the loop-
mediated isothermal ampli fi cation (LAMP) was developed as a method of diagnosis. LAMP as a
molecular-based assay method has high accuracy, with sensitivity and specificity in almost all
previous studies showing more than 90%. LAMP can also detect plasmodium species from
malaria patients in endemic or non-endemic areas (imported cases), in pregnancy, in conditions
of low parasitemia density and in areas with low transmission.
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ABSTRAK

Penegakan diagnosis malaria merupakan hal penting dalam program eleminasi malaria. Proses
yang cepat, akurat dan murah merupakan harapan dalam diagnosis malaria, khususnya pada
daerah remote area, pada kondisi gawat darurat atau pada saat ketidaktersediaan tenaga
mikroskopis. Pemeriksaan RDT dan RDTs yang telah digunakan untuk menegakkan diagnosis
malaria, terkadang memiliki akurasi yang kurang diharapkan. Pemeriksaan mikroskopis sebagai
gold standard, sering terkendala saat tidak ada tenaga mikroskopis. Pengalaman tenaga
mikroskopis juga akan mempengaruhi hasil pemeriksaan. Nested PCR sering digunakan untuk
mengkonfirmasi hasil pemeriksaan mikroskopis, namun membutuhkan peralatan dan
laboratorium khusus sehingga membutuhkan biaya yang mahal. Untuk menjawab kekurangan
pada metode pemeriksaan sebelumnya, maka loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
dikembangkan sebagai metode diagnosis. LAMP sebagai metode pemeriksaan yang berbasis
molekuler memiliki akurasi yang tinggi, dengan sensitifitas dan spesifisitas pada hampir semua
penelitian sebelumnya lebih dari 90%. LAMP juga dapat mendeteksi spesies plasmodium dari
pasien malaria pada daerah endemis atau non-endemis (kasus impor), pada kehamilan, pada
kondisi densitas parasitemia yang rendah dan pada daerah dengan low transmission.
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l. PENDAHULUAN

Malaria merupakan penyakit infeksi parasit protozoa yang endemik pada
berbagai belahan dunia termasuk di Indonesia. Kejadian malaria di dunia pada tahun
2019 dilaporkan sebanyak 229 juta kasus dengan kematian sebesar 409.000 kematian.
Tingginya angka kejadian malaria di dunia, terbanyak dilaporkan dari benua Afrika. (1)
Di Indonesia sendiri kejadian malaria masih tinggi walaupun tergolong low transmission.
Nilai API Indonesia secara nasioal pada tahun 2019 adalah sebesar 0,93 per 1000
penduduk, dengan API tertinggi ditemukan di Papua (64,03), Papua Barat (7,38) dan
Nusa Tenggara Timur (2,37), sedangkan Nilai API pada propinsi lainnya masih dibawah
1. Namun demikian tetap dilaporkan 3 Propinsi yang memiliki APl O yaitu Kalimantan
Barat, DI Yogyakarta dan Banten. (2)

Penyakit infeksi yang disebabkan oleh 5 spesies protozoa dari genus
plasmodium ini memiliki spekirum gejala klinis yang luas, mulai dari asimptomatik
sampai ditemukan adanya komplikasi yang berat. Hal ini sering menyulitkan dalam
menegakkan diagnosis malaria sehingga akan berpengaruh pada pemberian terapi yang
pada akhirnya akan mempengaruhi keberhasilan pengobatan. Beberapa pemeriksaan
telah dikaji untuk dapat membantu menegakkan diagnosis seperti pemeriksaan
mikroskopis, RDT, dan pemeriksaan molekuler dengan PCR atau QPCR. Pemeriksaan
mikroskopis dengan menemukan parasit malaria pada pemeriksaan darah tebal dan
atau darah tipis merupakan Gold standar dalam penegakan diagnosis malaria saat
ini.(3-7)

Pemeriksaan Gold standar mikroskopis saat ini masih menjadi ujung tombak
pemeriksaan yang digunakan. Pemeriksaan mikroskopis sangat bergantung pada
ketersedian tenaga mikroskopis yang handal dalam menemukan parasit plasmodium
dalam sedian. Sering kali saat tidak adanya tenaga mikroskopis yang handal, maka akan
terjadi penurunan kualitas hasil pemeriksaan yang pada akhitnya akan terjadi
underdiagnosis atau misdiagnosis. Kemampuan mendeteksi dari tenaga mikroskopis
sangat bervariasi tergantung pengalaman dan jam terbangnya. Batas deteksi ini
bervariasi antara 5-100 parasit/uL(4,5,7)

Pemeriksaan RDT yang ditemukan sangat membantu mempercepat penegakan
diagnosis malaria terutama pada remote area atau pada ruang gawat darurat.
Pemeriksaan RDT yang ada sebagian besar memiliki sensitifitas dan spesifisitas yang
baik terutama pada malaria falciparum, tetapi tidak untuk spesies yang lain seperii
malaria vivax, malaria knowlesi dan lainnya. Selain itu dilaporkan juga bahwa batas
kemampuan mendeteksi parasit dari RDT cukup tinggi yaitu 100 — 200 parasit/uL.

Kondisi ini menginisiasi pengembangan RDT menjadi RDT ultrasensitif untuk




mendeteksi infeksi karier amsimptomatik, penderita pada daerah non endemik,
parasitemia yang rendah dan remote area.(3,7,8)

Adanya keterbatasan-keterbatasan dalam metode pemeriksaan sebelumnya,
maka pengembangan metode diagnosis dengan deteksi molekuler menjadi satu pilihan
dalam menegakkan diagnosis. Hal ini tentunya untuk meningkatkan sensitifitas dan
spesifisitas pemeriksaan. Pemeriksaan molekuler parasit malaria menggunakan PCR
atau Q-PCR telah terbukti dapat mendeteksi parasitemia rendah < 0,05 parasit/uL.
Berbagai macam metode PCR telah dikembangkan untuk pemeriksaan malaria
sehingga dapat dipelajari genetik dari plasmodium tersebut dan dapat dibedakan antar
spesiesnya bahkan sampai ke level strain. Namun terdapat suatu kelemahan dari
pemeriksaan molekuler berbasis PCR adalah diperlukan tempat yang khusus, perlu
pelatihan tenaga yang melakukan pemeriksaan dan perlu peralatan lengkap. Kondisi ini
tentunya tidak mendukung untuk dilakukan pada laboratorium pada fasilitas layanan
kesehatan tingkat pertama atau Rumah Sakit type D atau C sekalipun. Keadaan ini
menyebabkan pemeriksaan dengan menggunakan PCR menjadi mahal dan lama.(4,7)

Loop-mediated isothermal amplifikasi (LAMP) DNA pertama kali dikenalkan pada
tahun 2000 (9). Penggunaan LAMP pertama kali untuk pemeriksaan malaria dilakukan
pada tahun 2006 oleh Poon, et al. (10). Pemeriksaan ini memiliki pripsip pemeriksaan
dengan pendektan metode molekuler isotermal menggunakan DNA polimerase dari
Bacillus stearothermophilus, yang memiliki aktivitas perpindahan untai yang mengarah
ke siklus otomatis DNA tanpa perubahan suhu dengan target maateri genetik pada
mitokondria Plasmodium. Metode amplifikasi DNA ini lebih mudah dan lebih murah
dibandingkan dengan PCR, karena peralatan dan fasilitas laboratorium yang dibutuhkan
lebih sedikit. Dengan berbasis molekuler pemeriksaan ini tentunya akan memiliki
sensitivitas yang lebih tinggi daripada pemeriksaan mikroskop dan RDTs.(6-8,11)

Berdasarkan latar belakang yang telah disampaikan mengenai kemampuan
pemeriksaan mikroskopis, RDT, RDTs dan LAMP, maka tulisan ini bertujuan untuk
membahas tentang amplifikasi materi genetik, prinsip kerja pemeriksaan LAMP,
pemeriksaan LAMP untuk mendeteksi Plasmodium sp dan sensitifitas - spesifisitas
LAMP untuk pemeriksaan malaria pada daerah endemik, nonendemik atau pada kasus

khusus seperti malaria pada kehamilan.

. PEMBAHASAN

Amplifikasi Materi Genetik
Amplifikasi asam nukleat sebagai materi genetik merupakan hal penting dalam
bidang kedokteran dan kesehatan khususnya dalam menegakkan diagnosis suatu

penyakit infeksi, kelainan dan kondisi genetik. Selama ini amplifikasi materi genetik




masih berbasis PCR dengan beberapa metode amplifikasi yang telah ditemukan, seperti
nucleic acid sequence-based amplification (NASBA), self-sustained sequence
replication (3SR) dan strand displacement amplification (SDA). Pada amplifikasi berbasis
PCR klasik masih menggunakan langkah denaturasi DNA untuk setiap siklus sintesis
DNA nya. Modifikasi pada metode 3SR dan NASBA menghilangkan denaturasi panas
dengan menggunakan serangkaian reaksi transkripsi dan rekasi reverse transcriptions
untuk mengamplifikasi sequenttarget. Hal yang sama ditemukan juga pada metode SDA
yang menghilangkan langkah denaturasi panas dalam siklus sintesis DNA dengan
menggunakan satu set enzim restriksi dan sintesis untai DNA untai dengan modifikasi
nukleotida sebagai substrat.(9)

Metode ini dapat mengamplifikasi asam nukleat target dengan sesuai dengan
ukurannya, dengan detection limit kurang dari 10 copies dalam satu jam atau lebih
walaupun masih memiliki kekurangan yang perlu untuk diatasi. Metode ini masih
membutuhkan ketepatan instrumen untuk mengamplifikasi atau metode yang rumit
untuk mendeteksi produk amplifikasi karena spesifisitas yang tidak baik pada pemilihan
target sekuen. Hal ini menyebabkan metode ini belum dapat dipakai secara luas untuk
diagnostik rutin. Metode NASBA dan 3SR tidak menggunakan siklus termal dan
menggunakan suhu yang relatif rendah untuk amplifikasi, yaitu 40°C. Metode SDA
mencoba mengatasi kekurangan ini dengan menggunakan empat primer dan kondisi
isotermal untuk amplifikasi, tetapi masih memiliki titik lemah: peningkatan digestion DNA
yang tidak relevan yang terkandung dalam sampel serta penggunaan nukleotida
termodifikasi sebagai substrat yang mahal. Meskipun penggunaan beberapa primer,
seperti pada nested PCR dan SDA telah meningkatkan spesifisitas amplifikasi untuk
target sekuen, namun residu ko-amplifikasi dari sekuen yang tidak relevan masih
menyebabkan kurangnya hasil amplifikasi asam nukleat, terutama untuk penggunaan
diagnostik.(9)

Prinsip Kerja LAMP

Metode LAMP ini menggunakan prinsip auto-cycling strand displacement DNA
yang dilakukan Olﬁl DNA polimerase dengan high strand displacement activity dan satu
set primer yang terdiri dari dua inner primer dan dua outer pn'msn Keempat primer
tersebut pada awal reaksi digunakan semua, namun selamagiklus hanya inner primer
yang digunakan untuk sintesis DNA. Inner primer terdiri dar?ﬂrward inner primer (FIP)
dan backward inner primer (BIP), dan masing-masing berisi dua sekuen berbeda yang
sesuai dengan sekuen sense dan antisense dari DNA target. Sampel DNA yang berisi
urutan target dan empat primer didenaturasi oleh panas dan dengan cepat didinginkan

di atas es. Pada reaksi LAMP enzim DNA polimerase yang digunakan adalah Bst DNA




polimerase. Dengan penambahan enzim ini pada suhu 65°C maka reaksi LAMP akan
dimulai. Proses ini akan berlangsung selama 1 jam.(9,12)

Produk akhir dari reaksi IEWIP adalah campuran stem-loop DNA dengan
berbagai panjang stem dan struktur seperti kembang kol dengan beberapa loop yang
dibentuk selama anealing antara pengulangan sekuen target secara bergantian dalam
untai yang sama. Penggunaan empat primer pada langkah awal dari reaksi LAMP dan
dua primer pada langkah berikutnya memastikan spesifisitas yang tinggi untuk
amplifikasi target. Selain itu, pada reaksi LAMP empat primer secara bersamaan
digunakan untuk memulai sintesis DNA dari DNA original yang tidak diamplifikasi untuk
menghasilkan stem-loop DNA untuk siklus LAMP berikutnya, di mana target dikenali oleh
empat sekuen primer tersebut. Oleh karena itu, selektivitas target diharapkan lebih tinggi
dibandingkan dengan reaksi pada PCR dan SDA.(9)

Pemeriksaan LAMP untuk Deteksi Plasmodium sp.

Masih tingginya angka kejadian malaria dan perlunya penegakan diagnosis dang
tepat dan cepat agar pengobatan dapat segera dilakukan, maka perlu dilakukan
pengembangan metode diagnosis. Metode penegakan diagnosis berbasis molekuler
menjadi suatu pilihan yang perlu dikembangkan, salah satunya adalah metode LAMP.
Metode ini telah dilakuka untuk mengamplifikasi berbagai DNA termasuk dalam bidang
diagnosis penyakit menular. Pada penegakan diagnosis malaria selama ini,
pemeriksaan mikroskopis masih menajdi gold standar, walaupun pemeriksaan
mikroskopis hanya dapat mendeteksi 4 spesies Plasmodium dari 5 spesies yang
menyebabkan malaria pada manusia. ldentifikasi P. knowlesi masih mengandarlkan
pemeriksaan molekuler.

Pada tahun 20086, telah dikembangkan tes molekuler sederhana dan murah untuk
mendeteksi gen RNA ribosom 18S yang sangat conserve pada P. falciparum dengan
menggunakan teknologi loop-mediated isothermal amplification (LAMP). Pemeriksaan
ini tidak menimbulkan reaksi silang dengan DNA dari P. vivax, P. malariae, atau P. ovale,
atau dengan DNA manusia. Pada penelitian ini telah dipelajari spesimen darah dari
pasien malaria falciparum (n = 102) yang dirawat pada Rumah Sakit di Bangkok,
Thailand. Sebagai kontrol digunakan 100 sampel darah dari donor sukarelawan yang
sehat dalam populasi yang sama. Penyiapan sampel darah hanya dilakukan dengan
pemanasan sampai suhu 99°C selama 10 menit tanpa melakukan isolasi DNA.
Sebanyak 50 uL darah yang dipanaskan diambil 2 yL supernatannya untuk dilakukan
pemeriksaan dengan metode LAMP. Hasil penelitian yang didapat menunjukkan bahwa
dari 102 sampel darah yang positif pada pemeriksaan mikroskopis, 96 diantaranya positif
dalam pemeriksaan LAMP. Untuk keperluan validasi temuan tersebut, penelitinya

melakukan pemurnian DNA dari semua sampel darah dan melakukan pemeriksaan PCR




untuk P. falciparum. Hasil pemeriksaan PCR menunjukkan 3 dari 6 spesimen yang
negatif pada pemeriksaan LAMP, juga negatif pada pemeriksaan PCR. Ketiga sampel
tersebut kemudian ditemukan positif P. malariae pada pemeriksaan PCR. Hal ini
menunjukkan bahwa ketiga sampel ini salah diagnosis dengan pemeriksaan
mikroskopis. Pada kelompok kontrol terdapat 99 dari 100 sampel negatif dalam
pemeriksaan LAMP. Satu sampel yang positif pada pemeriksaan LAMP juga ditemukan
positif pada pemeriksaan PCR P. falciparum. Hal ini mungkin terjadi karena sampel
diambil dari individu dengan infeksi P. falciparum asimtomatik yang banyak ditemukan
pada daerah endemik. Hasil penelitian ini menunjukkan bahawa sensitivitas dan
spesifisitas uji LAMP masing-masing adalah 95% dan 99%. Pada penelitian tersebut
juga didapatkan dugaan bahwa DNA polimerase Bacillus stearothermophilus (Bst) yang
digunakan dalam reaksi LAMP lebih resisten terhadap panas dibandingkan dengan DNA
polimerasi pada PCR. Salah satu hal menarik dari uji LAMP adalah kemampuannya
untuk menghasilkan endapan putih magnesium pirofosfat dalam jumlah besar pada
reaksi yang positif. Hal ini memungkinkan identifikasi reaksi positif dengan mudah
melalui inspeksi visual. Untuk mengevaluasi kelayakan dan konsistensi penafsiran
reaksi LAMP dengan visual dilakukan pengamatan oleh seorang yang tidak terlatih dan
tidak memiliki pengetahuan sebelumnya tentang hasil reaksi LAMP. Pada pengamatan
tersebut diklasifikasikan sebagai positif, negatif, atau ambigu berdasarkan kekeruhan
reaksi. Dari 202 sampel yang diperiksa, hasilnya konsisten dengan hasil sebelumnya,
dan hanya 4 sampel yang diklasifikasikan sebagai ambigu.(10)

Pada penelitian yang dilakukan oleh Poon, et al pada tahun 2006 tersebut juga
dilaporkan perbandingannya dengan pemeriksaan mikroskopis. Seperti diektahui bahwa
batas ambang mikroskopis oleh ahli mikroskopis berpengalaman adalah sekitar 50
parasit / uL. Untuk membandingkan pemeriksaan LAMP dengan mikroskopis, dilakukan
pengenceran serial 10 spesimen klinis dengan jumlah parasit mulai dari 72 hingga
46,890 parasit / uL dan mengujinya dengan uji LAMP. Hasilnya menunjukkan bahwa
jumlah parasit minimal dalam darah untuk reaksi positif pemeriksaan LAMP adalah
sekitar 6 parasit/uL. Disamping itu dilaporkan juga bahwa pemeriksaan LAMP dapat
digunakan sebagai metode objektif untuk menentukan jumlah parasit dalam sampel
darah. Untuk menguiji reaktivitas pemeriksaan LAMP dengan strain yang ditemukan di
wilayah lain, peneliti tersebut menguji sampel darah dari 21 pasien dengan infeksi P.
falciparum atau P. vivax dari tempat lain. Hasil yang didapat pemeriksaan LAMP dan
PCR memberikan hasil yang identik yaitu 10 sampel positif P. falciparum. Salah satu dari
10 sampel yang pada awalnya didiagnosis P. vivax dengan metode mikroskopis,
menunjukkan hasil negatif pada pemeriksaan PCR untuk P. vivax sehingga tidak ada
koinfeksi P. falciparum dan P. vivax pada pasien terrsebut. Hasil ini yang memperkuat

spesifisitas pemeriksaan LAMP.(10)




Setelah penelitian pada tahun 2006 tersebut, banyak penelitian-penelitian lain
yang melaporkan pemeriksaan LAMP untuk mendeteksi plasmodium. Beberapa tahun
terakhir penelitian pengujian LAMP sudah sangat berkembang dan dilakukan pada
beberapa kondisi. Peneltiian-penelitian tersebut ingin menguji kemungkinan penetapan
LAMP sebagai metode pemeriksaan yang mendampingi pemeriksaan mikroskopis dan
RDT yang sudah lebih dahulu digunakan untuk pemeriksaan rutin.

Pada tahun 2019, Mhamilawa, et al mempublikasikan hasil penelitiannya pada
sampel dengan low density parasitemia. Penelitian tersebut membandingkan deteksi
Plasmodium falciparum dengan menggunakan pemeriksaan mikroskopis, LAMP dan
PCR setelah pengobatan dengan Artemether-Lumefantrine hari ketiga di Tanzania
menunjukkan hasil angka positif sebesar 0% untuk pemeriksaan mikroskopis dan 84,8%
untuk pemeriksaan PCR dan LAMP. Sensitivitas dan spesifisitas LAMP terhadap PCR
adalah 100% (95% CI, 96,1-100) dan 77,4% (95% CI, 58,9-90,4) ketika kepadatan
parasit yang ditentukan PCR secara kuantitatif adalah > dua parasit / uL. Pemeriksaan
LAMP memiliki akurasi diagnostik yang sebanding dengan PCR dan berpotensi untuk
digunakan sebagai alat menentukan angka positif pada hari ke-3, walaupun masih
membutuhkan penelitian lebih lanjut.(11)

Pada tahun 2019, Kudyba et al juga melaporkan penelitian dengan pemeriksaan
LAMP pada penderita malaria di Brazil dengan metode malachite green loop-mediated
isothermal amplification (MG-LAMP). Pemeriksaan MG-LAMP merupakan pemeriksaan
LAMP berbasis warna (colorimetric). Sasaran subjek penelitian adalah penderita malaria
dengan low densily parasitemia atau asimptomatik pada saat surveilance malaria. Hasil
dari penelitian tersebut menunjukkan dari 91 subjek penelitian, sensitivitas dan
spesifisitas keseluruhan MG-LAMP masing-masing adalah 90,0% (95% confidence
interval (Cl) 76,34-97,21%) dan 94% (95% CI| 83,76-98,77%). Sensitivitas dan
spesifisitas mikroskopis lokal masing-masing adalah 83% (95% CI 67,22-92,66%) dan
100% (95% CI 93,02—-100,00%). Real Time PCR mendeteksi enam infeksi campuran
(infeksi Plasmodium falciparum dan Plasmodium vivax); dua di antaranya juga terdeteksi
oleh MG-LAMP dan satu dengan mikroskop. Mikroskopis tidak mendeteksi adanya
infeksi Plasmodium pada 26 peserta sehat; MG-LAMP mendeteksi Plasmodium pada
lima kasus serta pemeriksaan real time PCR mendeteksi tiga kasus.(13)

Penelitian lainnya dilaporkan pada tahun 2018, yang mengkaji pemeriksaan
LAMP untuk skrining malaria pada wanita hamil di Kolombia menggunakan darah perifer
dan darah plasenta. Hasil dari penelitian tersebut menunjukkan bahwa pada spesimen
yang menggunakan darah perifer, LAMP menunjukkan peningkatan sensitivitas
(100,0%) bila dibandingkan dengan pemeriksaan mikroskopos 79,5% dan RDT 76,9%
(p <0,01). Pada wanita afebris, yang sensitivitas LAMP dapat mencapai dua kali lebih

tinggi dari pemerksaan mikroskopis dan RDT. Secara keseluruhan tampak bahwa




terdapat kesamaan yang tinggi antara pemeriksaan LAMP dan nested PCR. Untuk
spesifisitas menunjukkan angka yang sama untuk semua jenis pemeriksaan yaitu 100%.
Pada spesimen darah plasenta, pemeriksaan LAMP menunjukkan peningkatan
sensitivitas empat kali lipat (88,9%) bila dibandingkan dengan pemeriksaan mikroskopis
dan RDT (22,2%).(14)

Penelitian yang mengkaji pemeriksaan LAMP untuk pasien malaria impor pada
daerah non endemik dipublikasika pada tahun 2017 oleh Ponce, et al. Hasil penelitian
tersebut melaporkan pemeriksaan pada 310 sampel darah yang terkait kasus malaria
impor. Pemeriksaan mikroskopis digunakan untuk standar diagnosis. Real time PCR
digungkan sebagai standar dan LAMP digunakan sebagai tes indeks dalam studi ini.
Nilai sensitivitas, spesifisitas, nilai prediksi positif dan nilai prediksi negatif untuk
pemeriksaan LAMP adalah 100%, 98.13%, 95.51%, dan 100% dibandingkan dengan
PCR. Nilai prediksi negatif yang tinggi menunjukkan bahwa LAMP dapat digunakan
untuk skrining kasus malaria impor di negara non-endemik, terutama pada saat tenaga
mikroskopis tidak tersedia.(15)

Penelitian lain pada tahun 2017 yang mengamati performa pemeriksaan LAMP
untuk menegakkan diagnosis malaria pada wanita hamil di Ethiopia. Pada penelitian
tersebut nested PCR sebagai gold standard untuk pemeriksaan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa sensitivitas pemeriksaan mikroskopis dan RDT adalah masing-
masing 90% dan 70%, dan spesifisitas masing-masing adalah 98,7% dan 97,4%. Untuk
pemeriksaan LAMP sensitifitas adalah 100% dan spesifisitas 93,5% dibandingkan
dengan nested PCR.(6)

Penelitian lain pada tahun 2018 melaporkan perbandingan antara pemeriksaan
RDT dan LAMP pada daerah low transmission di Nemibia Afika. Pada penelitian tersebut
pemeriksaan LAMP justru sebagai gold standard. Hasil penelitian tersebut menunjukkan
Prevalensi infeksi malaria falciparum tergolong rendah 0,8% (16/1919) dengan
menggunakan RDT dan 2,2% (43/1919) pada pemeriksaan LAMP. Sensitivitas dan
spesifisitas RDT masing-masing adalah 2,3% dan 99,2%. Penelitian tersebut
menyimpulkan bahwa adanya riwayat demam dan RDT standar tidak dapat digunakan
untuk menegakkan diagnosis.(16)

Penelitian lain yang melaporkan hasilnya pada tahun 2016 dalam mendeteksi P.
vivax dengan menggunakan high throughput colorimetric LAMP (HtLAMP). Hasil dari
penelitian tersebut menunjukkan bahwa perkiraan batas deteksi adalah 1,4 parasit / pL
pada high throughput LAMP - P. vivax (HtLAMP-Pv). Primer uji menunjukkan reaktivitas
silang dengan P. knowlesi tetapi tidak dengan Plasmodium spp lainnya. Uji lapangan
HtLAMP-Pv dilakukan dengan menggunakan 149 sampel dari penderita malaria
bergejala (64 P. vivax, 17 P. falciparum, 56 P. knowlesi, 7 P. malariae, 1 campuran P.

knowlesi / P. Vivax, dan 4 spesimen diekslusi). Jika dibandingkan dengan multipleks




PCR, HILAMP-Pv menunjukkan sensitivitas untuk P. vivax sebesar 95% (95% CI 87-
99%); 61/64), dan spesifisitas 100% (95% CI| 86-100%); 25/25) ketika sampel P.
knowlesi dikeluarkan. Pengujian HILAMP-Pv pada 112 sampel asimptomatik dari
masyarakat sebagai kontrol, menunjukkan sensitivitas 71% (95% CI| 29-96%; 5/7) dan
spesifisitas 93% (95 % CI87-97%; 98/105).(8)

Pada tahun 2013 Polley, et al telah melaporkan pemeriksaan LAMP untuk
menegakkan diagnosis pada kasus malaria impor dengan melakukan deteksi genus dan
spesies P. falciparum. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa sebanyak 705
sampel yang dilakukan pemeriksaan memperoleh sensitivitas dan spesifisitas masing-
masing adalah 98,4% dan 98,1% untuk primer LAMP P. falciparum dan 97,0% dan
99,2% untuk primer genus Plasmodium. Hal ini menunjukkan bahwa LAMP Malaria
memiliki keakuratan diagnostik yang mirip dengan nested PCR, dengan waktu
pengerjaan yang sangat singkat, dan lebih unggul dari pemeriksaan mikroskopis.(3)

Pada tahun 2014 dilaporkan pemeriksaan LAMP untuk menegakkan diagnosis
pada infeksi malaria di daerah endemik di Thailand. Hasil penelitian tersebut melaporkan
sebanyak 899 pasien demam dianalisa dalam penelitian. Pemeriksaan LAMP yang
pertama dilakukan pada 219 pasien, dan hasilnya dibandingkan dengan dua jenis RDT
histidine-rich protein (HRP)-2 dan pemeriksaan mikroskopis sebagai standar emas.
Ekstraksi DNA untuk pemeriksaan LAMP dilakukan dengan metode perebusan
sederhana, dan hasil tes dinilai secara visual. Nilai sensitivitas, spesifisitas, nilai prediksi
positif (PPV), dan nilai prediksi negatif (NPV) masing-masing untuk LAMP adalah 95,7%,
100%, 100%, dan 98%, dan untuk RDT masing-masing adalah 98,6%, 98%, 95,8%, dan
99,3%. Sensitivitas RDT tampak sedikit lebih tinggi dibandingkan LAMP, hal ini
kemungkinan dikarenakan pada pemeriksaan RDT dikatakan positif bila terdapat salah
satu yang positif dari dua pemeriksaan RDT. Pemeriksaan LAMP kedua selanjutnya
dilakukan pada 680 pasien, dan hasilnya dibandingkan dengan mikroskop sebagai gol/d
standard. Hasilnya menunjukkan Sensitivitas, spesifitas, PPV, NPV, dan akurasi
diagnostik LAMP masing-masing adalah 88,9%, 96,9%, 92,2%, 95,5%, dan 94,6%.
Berdasarkan hasil penelitian ini tampak bahwa pemeriksaan LAMP di Thailand layak
dilakukan di lokasi lapangan dengan sumber daya teknis yang terbatas. Selain itu,
metode perebusan cepat untuk mengekstraksi DNA dari bercak darah kering terbukti
sederhana, cepat, dan cocok untuk digunakan di lapangan.(5)

Penelitian lain yang juga dilaporkan pada tahun 2014 dengan melakukan deteksi
alpha-tubulin DNA P. vivax. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemeriksaan LAMP a-
tubulin sangat sensitif dengan batas deteksi aadalah 100 copies gen P. vivax a-tubulin
per reaksi dalam 50 menit. Pemeriksaan Ini memiliki target khusus hanya pada P. vivax.
Hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa sensitivitas yang tinggi (P <0,001 versus

mikroskop; P = 0,0023 versus RDT) ketika nested PCR digunakan sebagai gold




standard. Penelitian ini menunjukkan bahwa uji P. vivax a-tubulin LAMP dapat digunakan
untuk mendiagnosis infeksi awal malaria vivax merupakan alat diagnostik molekuler
alternatif dan point of care test adalah dapat membantu mencegah penularan pada
daerah endemik.(4)

Penelitian pada tahun 2015 dengan melakukan perbandingan pemeriksaan non-
instrumented nucleic acid amplification loop-mediated isothermal amplification (NINA-
LAMP) dengan pemeriksaan mikroskopis dan nested PCR sebagai gold standard untuk
menegakkan diagnosis malaria di Ethiopia. Hasil penelitian menyebutkan sebanyak 82
sampel diuji dalam analisis primer dengan nilai sensitivitas dan spesifisitas adalah
sebesar 96,8% (interval kepercayaan 95% (Cl), 83,2% - 99,5%) dan 84,3% (95% ClI,
71,4% - 92,9%), masing-masing untuk deteksi genus Plasmodium, dan 100% (95% Cl,
75.1% - 100%) dan 81.2% (95% CI, 69.9% - 89.6%), masing-masing untuk deteksi
parasit P. falciparum. Pemeriksaan mikroskopis menunjukkan sensitivitas dan
spesifisitas masing-masing sebesar 93,6% (95% CI, 78,5% - 99,0%) dan 98,0% (95%
Cl, 89,5% - 99,7%) untuk mendeteksi parasit Plasmodium. Pemeriksaan NINA-LAMP
sangat sensitif untuk diagnosis malaria dan deteksi infeksi parasit Plasmodium baik pada
tingkat genus maupun spesies bila dibandingkan dengan nested PCR. Pemeriksaan
NINA-LAMP lebih sensitif daripada mikroskop untuk mendeteksi P. falciparum dan
diferensiasinya dari spesies non-falciparum.(17)

Hasil terbaru yang dilaporkan dari uji meta analasis yang membandingkan
akurasi pemeriksaan LAMP, RDTs mikroskopis dan PCR pada tahun 2020 menunjukkan
bahwa terdapat Enam puluh enam studi yang diterbitkan antara 2006 dan 2019, yang
menganalisis 30.641 tes LAMP. Sensitivitas gabungan pemeriksaan LAMP berkisar
antara 96% sampai 98%. Spesifitas yang dikumpulkan dari LAMP adalah sekitar 95%.
Penelitian meta-analisis ini menegaskan bahwa metade LAMP kuat untuk mendiagnosis
malaria, baik pada orang yang bergejala maupun tanpa gejala. Oleh karena itu,
pemeriksaan LAMP penting untuk pengendalian malaria.(7)

Berdasarkan hasil beberapa penelitian sejak 2006 sampai 2020, tampak bahwa
pemeriksaan LAMP untuk mendeteksi P. falciparum maupun spesies plasmodium
lainnya menunjukkan keakurasian yang tinggi. Nilai sensitifitas dan spesifisitas
menunjukkan angka yang tinggi berkisar pada angka 90%. Pemeriksaan yang
sederhana; tidak memerlukan siklus termal, tidak menggunakan reagen yang mahal,
waktu yang singkat menjadi suatu keuntungan tersendiri dari pemeriksaan ini. Pada
pemeriksaan ini pun tidak diperlukan adanya proses isolasi yang rumit, proses
pemanasan pada sampel darah sudah dapat mengisolasi DNA tersebut untuk kemudian
dilakukan pemeriksaan LAMP. Hal ini tentunya tidak ditemukan pada pemeriksaan
berbasis molekuler lainnya yang selama ini dilakukan dengan menggunakan PCR. Hasil

meta analisis yang telah di publikasikan pada tahun 2020 (7) sangat mendukung bahwa




pemeriksaan LAMP layak untuk dilakukan sebagai alternatif pemeriksaan dalam
menegakkan diagnosis malaria berbasis molekuler.

. SIMPULAN

Pada pemeriksaan laboratorium untuk menegakkan diagnosis malaria berbasis
molekuler, proses amplifikasi materi genetik sangat penting untuk memperbanyaknya
sehingga dapat dianalisis. Amplifikasi materi genetik berbasis PCR dengan beberapa
metode amplifikasi, seperti nucleic acid sequence-based amplification (NASBA), self-
sustained sequence replication (3SR) dan strand displacement amplification (SDA).
Pemeriksaan LAMP merupakan salah satu metode amplifikasi materi genetik yang tidak
berbasis PCR. Pemeriksaan LAMP memiliki akurasi pemeriksaan yang tinggi, dengan
nilai sensitifitas dan spesifisitas hampir semua penelitian yang dilakukan diatas 90%.
Pemeriksaan LAMP juga dapat mendeteksi spesies plasmodium dari penderita malaria
pada daerah endemis, non-endemis (kasus impor), pada kehamilan, pada kondisi

densitas parasitemia yang rendah dan pada daerah dengan low transmission.
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