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ABSTRAK

Latar Belakang: Malaria merupakan penyakit tular vektor disebabkan oleh Plasmodium spp,
dan masih menjadi masalah kesehatan masyarakat penting, khususnya di wilayah tropis.
Vektor penular malaria sebagian bersifat zoofilik sehingga potensial menularkan h-
Plasmodium ke ternak domestik yang menjadi sumber pakan darah. Transmisi h-Plasmodium
pada ternak masih sebatas dugaan didasarkan teori penularan malaria dan perilaku hidup
Anopheles sehingga perlu kajian untuk membuktikannya.

Tujuan: Untuk mendeteksi potensi transmisi h-Plasmodium pada Anopheles ke kambing
peranakan Etawa di daerah endemik malaria Kaligesing Purworejo.

Metode Penelitian: Studi cross-sectional dilakukan pada 212 ekor Anopheles dan 99 ekor
kambing peranakan Etawa. Penangkapan nyamuk dengan umpan orang luar dan resting
kandang ternak. Pelacakan parasit pada nyamuk dengan pemeriksaan sporozoit dan deteksi
CSP. Pelacakan pada kambing dengan pemeriksaan mikroskopis slide darah, deteksi LSA-1,
MSP-1, dan PfLDH.

Hasil Penelitian: Anopheles tertangkap adalah An. maculatus, An. subpictus, An. aconitus, An.
barbirostris, An. vagus dan An. kochi. Tidak ditemukan sporozoit dan CSP pada sampel
Anopheles. LSA-1 dan MSP-1 tidak terdeteksi pada kambing Peranakan Etawa. Pemeriksaan
mikroskopis menemukan 9 kambing mengandung tropozoit dan schizont P. falciparum,
sedangkan PfLDH terdeteksi pada 11 ekor kambing. Temuan parasit secara mikroskopis
menguatkan adanya potensi transmisi h-Plasmodium pada kambing peranakan Etawa,
sedangkan terdeteksinya PfLDH membuktikan terjadinya perkembangan h-Plasmodium.
Kambing peranakan Etawa yang terdeteksi positif pada pemeriksaan mikroskopis berisiko
memproduksi PfLDH sebesar 45 kali dibandingkan yang tidak terinfeksi (RP= 45; 95% ClI=
11.43-177.17).

Kesimpulan: Lokasi studi masih potensial menjadi tempat perindukan Anopheles. Telah
terjadi transmisi h-Plasmodium pada ternak kambing peranakan Etawa di daerah endemik
malaria Kaligesing Purworejo.

Kata Kunci: h-Plasmodium, malaria, sporozoite, LSA-1, MSP-1, PfLDH
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ABSTRACT

Background: Malaria is a vector-borne disease caused by Plasmodium spp., an important
public health problem, especially in tropical regions. Some of the vectors of malaria transmit
are zoophilic, so they have the potential to transmit h-Plasmodium to domestic livestock,
which is a source of blood feed. Transmission of h-Plasmodium in livestock is still limited to
assumptions based on the theory of malaria transmission and Anopheles' behavior, so a study
is needed to prove it.

Objective: To detect the potential for transmission of h-Plasmodium in Anopheles to Etawa
crossbreed goats in the malaria-endemic area of Kaligesing, Purworejo..

Methods: A cross-sectional study with 212 Anopheles mosquitoes and 99 Etawa crossbred
goats. Catching mosquitoes with outsiders human bait and resting livestock cages. Parasite
tracking in mosquito with sporozoite and CSP detection. The tracing in goats by microscopic
examination of blood slides, detection of LSA-1, MSP-1, and pLDH.

Results: Anopheles caught were An. maculatus, An. subpictus, An. aconitus, An. barbirostris,
An. vagus and An. kochi. No sporozoites and no CSP detect in all captured Anopheles. Both
are LSA-1 and MSP-1 not detected in the blood of Etawa Crossbreed goats. Microscopic
examination found nine blood samples containing trophozoites and schizonts stages of P.
falciparum. The presence of the PfLDH enzyme detects in eleven goats' blood. The
microscopic finding of parasites confirmed the potential for h-Plasmodium transmission in
Etawa crossbred goats, while the detection of PfLDH proved the cellular development of h-
Plasmodium. Etawa crossbred goats were detected positive on microscopic examination was
had a 45 times risk of producing PfLDH compared to those not infected (PR= 45; 95% Cl=
11.43 - 177.17).

Conclusion: The study site potential to be a breeding ground for Anopheles. There has been
transmission of h-Plasmodium from Anopheles mosquitoes to Etawa crossbred goats in
malaria-endemic areas.

Keywords: h-Plasmodium, malaria, sporozoite, LSA-1, MSP-1, PfLDH
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RINGKASAN

Pendahuluan

Malaria merupakan penyakit tular vektor yang disebabkan oleh parasit human-
Plasmodium (h-Plasmodium), yang masih menjadi masalah kesehatan masyarakat yang
penting di seluruh dunia, khususnya di wilayah tropis dan subtropis.! Kejadian malaria di
Indonesia hingga tahun 2020 tercatat annual parasitic incidence (API) sebesar 0,94 per 1.000
penduduk. Urutan lima besar provinsi dengan API tertinggi adalah Papua (63,12%.), Papua
Barat (10,15%o), NTT (2,76%0), Kalimantan Timur (0,62%.), dan Maluku (0,42%.).? Kejadian
malaria di Provinsi Jawa Tengah hingga tahun 2020 tercatat APl sebesar 0,012 per 1000
penduduk.® Hingga tahun 2020 ada 10 kota kabupaten yang tidak didapatkan kasus malaria,
yaitu Magelang, Wonogiri, Sragen, Temanggung, Batang, Pekalongan, Tegal, Kota Magelang,
Kota Surakarta dan Kota Pekalongan.® Sayangnya pada tahun 2021 terjadi peningkatan kasus
kembali di Purworejo dan disusul di Desa Giripurno Kabupaten Magelang.*

Transmisi penyakit malaria dipengaruhi oleh banyak faktor yang mencakup sumber
infeksi, vektor penular, obyek penularan dan lingkungan yang mendukung. Salah satu faktor
yang penting adalah keberadaan nyamuk Anopheles, yang berperan sebagai host definitive
sekaligus vektor bagi h-Plasmodium.> Beberapa spesies Anopheles memiliki sifat zoofagik,
yaitu lebih suka menghisap darah binatang dibandingkan darah manusia.® Sifat zoofagik ini
yang mendasari pemahaman bahwa keberadaan ternak di sekitar rumah hunian merupakan
salah satu faktor yang berhubungan dengan berkurangnya risiko kejadian malaria pada
penghuni rumah’ dan meyakini bahwa keberadaan ternak akan berperan sebagai barrier dalam
penularan penyakit malaria.® Namun demikian, hingga saat ini belum diketahui secara pasti
peran ternak sebagai barrier dalam siklus transmisi h-Plasmodium.®

Anopheles betina yang telah dibuahi akan mencari pakan darah untuk proses
perkembangan telur. Anopheles betina kenyang darah akan mencukupkan pakan darah untuk
kisaran beberapa hari, dan setelahnya akan mencari pakan darah kembali.'® Perilaku mencari

pakan darah bagi Anopheles betina inilah yang mendasari konsep cattle barrier. Konsep cattle
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barrier hakekatnya memanfaatkan ternak sebagai pengalih serangan gigitan Anopheles.
Populasi ternak ruminansia yang ditempatkan di sekeliling pemukiman diharapkan dapat
memenuhi kebutuhan pakan darah bagi Anopheles zoofilik betina. Kecukupan sumber pakan
darah dari ternak ini akan mencegah masuknya Anopheles ke area pemukiman untuk mencari
pakan darah. Ternak berperan sebagai pengalih serangan gigitan Anopheles betina, sehingga
potensi serangan serangan gigitan pada manusia dapat diminimalkan dan penularan malaria
dapat dikendalikan. Konsep cattle barrier harus dipahami lebih pada upaya pengendalian
untuk menurunkan risiko serangan Anopheles yang potensial menularkan penyakit malaria,
bukan untuk menghilangkan penularan penyakit malaria.***?

Sebuah studi melaporkan bahwa keberadaan ternak sedang di samping rumah dapat
meningkatkan risiko sebesar 2,8 kali lebih besar menyebabkan penularan malaria bagi
penghuni rumah dibanding rumah tanpa ternak. Meningkatnya risiko ini lebih disebabkan oleh
letak kandang ternak bersebelahan dengan rumah tinggal sehingga potensi serangan Anopheles
pada ternak dan penghuni rumah sebanding.'®* Keberadaan ternak dapat mengalihkan serangan
gigitan Anopheles zoofilik memang dapat dipahami, namun yang lebih penting sebenarnya
adalah membuktikan peran ternak yang sesungguhnya dalam kehidupan biologis h-
Plasmodium. Harus diketahui, apakah h-Plasmodium mampu hidup dan berkembang biak di
dalam tubuh ternak ataukah tidak, sehingga dapat diketahui peran ternak sebagai terminal host
ataukah reservoir.

Penularan malaria pada daerah yang menerapkan program cattle barrier dengan benar
akan lebih didominasi terjadinya perpindahan sporozoit dari Anopheles infeksius ke ternak
barrier. Informasi perihal penyebaran malaria di daerah endemik dengan populasi ternak
selama ini hanya dikaitkan dengan naik turunnya kejadian malaria pada masyarakat. Informasi
biologis parasit menjadi terputus karena laporan tentang kemampuan hidup dan
berkembangbiak h-Plasmodium pada ternak belum teridentifikasi. Belum ada laporan yang
membuktikan kehidupan h-Plasmodium dalam hewan ternak, namun hasil uji pendahuluan di
Purworejo menemukan stadium tropozoit P. falciparum dan P. vivax yang menjadi dasar

penting untuk melanjutkan kajian.'**® Kajian potensi transmisi h-Plasmodium pada ternak di
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daerah endemik malaria menjadi sangat penting sebagai upaya untuk mengevaluasi potensi
transmisi dan kemampuan hidup h-Plasmodium dari Anopheles ke ternak.

Keberadaan h-Plasmodium dalam ternak pada berbagai tahapan stadium perkembangan
akan menunjukkan telah terjadinya penularan dari Anopheles betina infeksius ke ternak yang
selama ini belum diketahui. Peran ternak sebagai reservoir atau terminal host bagi h-
Plasmodium akan dievaluasi berdasarkan tahapan stadium perkembangan yang dapat
terbentuk. Apabila h-Plasmodium mampu berkembang hingga stadium gametosit maka dapat
diyakini bahwa parasit dapat beradaptasi dalam tubuh ternak dan tetap berkembang sesuai
tahapannya. Hal ini dapat diartikan bahwa ternak sangat potensial menjadi reservoir bagi h-
Plasmodium. Sebaliknya, apabila parasit hanya dapat berkembang hingga stadium schizont
dalam tubuh ternak, maka dapat diartikan bahwa ternak sangat potensial berperan sebagai
terminal host.

Anopheles infeksius yang mengandung sporozoit dalam kelenjar ludahnya yang
menghisap darah hospes sangat potensial memasukkan sporozoit melalui kulit yang
selanjutnya bermigrasi ke organ hati. Di dalam hati, protein antigen sporozoit P. falciparum
akan terekspresikan sebagai liver stage antigen (LSA)-1.'° Ekspresi LSA-1 ini diyakini
sebagai petanda spesifik keberadaan P. falciparum di dalam sel hati.*"*® Sporozoit P.
falciparum akan melewati beberapa sel hati hingga menemukan sel hati yang menjadi target
untuk diinvasi dan berkembang. Uji coba dalam tikus menunjukkan adanya invasi sporozoit
Plasmodium dalam sel hati akan mengakibatkan terjadinya kerusakan dinding sel hati yang
memicu terjadinya sekresi hepatocyte growth factor (HGF).'*? Petanda keberadaan h-
Plasmodium pada fase eritrositik diantaranya merozoit surface protein 1 (MSP-1)*, histidine
rich protein 2 (HRP-2)?* dan parasite lactodehidrogenase (pLDH).?*** Beberapa petanda
spesifik atas keberadaan h-Plasmodium pada setiap tahap perkembangan tersebut menjadi
petunjuk aktivitas biologis parasit dalam tubuh inang. Kajian terhadap petanda-petanda
spesifik keberadaan h-Plasmodium merupakan sebuah upaya untuk mengetahui potensi
transmisi h-Plasmodium pada ternak daerah endemik malaria dengan mempertimbangkan

keberadaan sporozoit pada vektor. Keberadaan populasi kambing peranakan Etawa di daerah
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endemik malaria memunculkan pertanyaan serius, apakah hewan kambing dapat mengalami
transmisi h-Plasmodium ataukah tidak.

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan transmisi h-Plasmodium dari vektor
Anopheles ke kambing peranakana Etawa yang diduga sebagai barrier di daerah endemik
malaria melalui deteksi sporozoit pada vektor dan biomarker mekanisme transmisi pada
kambing (LSA-1, MSP-1, morfologi mikroskopis, pLDH).

Metode Penelitian

Studi dirancang dengan desain cross-sectional deskriptif untuk melacak keberadaan h-
Plasmodium pada vektor Anopheles dan ternak kambing Peranakan Etawa. Lokasi studi di
Kecamatan Kaligesing Purworejo dengan jumlah sampel nyamuk sebanyak 212 ekor dan
kambing sebanyak 99 ekor. Penangkapan nyamuk dengan umpan orang luar dan resting
sekitar kandang ternak. Pengambilan spesimen darah kambing dilakukan pada vena jugularis
menggunakan jarum flashback dan tabung vakum. Pelacakan sporozoit pada nyamuk
Anopheles dilakukan dengan pembedahan kelenjar ludah mikroskopis dan pengujian CSP
teknik PCR. Pelacakan h-Plasmodium pada kambing dilakukan dengan melakukan
pemeriksaan slide darah tebal secara mikroskopis, pengujian LSA-1, MSP-1 dan PfLDH pada

spesimen darah.

Adanya potensi transmisi h-Plasmodium pada kambing peranakan Etawa di Kaligesing
Purworejo dibuktikan dengan menemukan parasit pada darah kambing baik dengan
menemukan parasitnya secara langsung melalui pengujian mikroskopis maupun mendeteksi
petanda-petanda spesifik atas keberadaannya. Seluruh variabel penelitian memiliki data
berbentuk kategorik dengan skala data nominal sehingga analisis risiko dilakukan dengan
menghitung besaran nilai rasio prevalensi (RP). Penghitungan nilai rasio prevalensi pada
selang kepercayaan (confidence interval) 95% dilakukan dengan menggunakan aplikasi
Medcalc online (https://www.medcalc.org/calc/relative_risk.php). Batas kesalahan yang

ditoleransi adalah 5% (a = 5%). Dalam hal penghitungan rasio prevalensi terdapat nilai nol
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dalam sel, aplikasi Medcalc secara otomatis memberikan nilai 0,5 pada sel bernilai nol sesuai

referensi rujukan.>*

Hasil dan Pembahasan

Kabupaten Purworejo merupakan daerah dengan kasus malaria tertinggi di Jawa Tengah.
Kecamatan Kaligesing adalah salah satu yang menjadi daerah endemik malaria selama
beberapa kurun waktu. Pada tahun 2018 masih dilaporkan adanya kasus setempat di beberapa
desa, diantaranya Desa Jatirejo, Ngadirejo dan Hardimulyo.?” Periode waktu 2019 hingga
2020 hanya melaporkan kasus impor?®, namun di tahun 2021 terjadi peningkatan kasus yang
signifikan di Kecamatan Bener.* Berdasarkan peta wilayah kejadian, kasus malaria di
Kaligesing tidak menyebar dari desa endemik ke desa sekitarnya. Tidak ada catatan
perpindahan domisili penderita malaria dari Desa Jatirejo ke Desa Ngadirejo sebelum muncul
kasus baru. Kasus impor di Desa Jatirejo baru dilaporkan di akhir tahun 2018, setelah kasus
setempat mulai agak mereda.?® Sementara itu pada tahun 2018 tiba-tiba muncul kasus malaria
pada 23 orang di wilayah RT.2 Dusun Kembangsoko Desa Ngadirejo.?’

Populasi tertinggi adalah An. vagus yang menyukai habitat area persawahan®®, kolam®,
kubangan tanah tergenang air, tanah lapang berumput dengan tanaman perdu dan peneduh
yang menampung air bahkan sumur gali.®* An. barbirostris yang menyukai kubangan kerbau,
kobakan dekat kandang sapi, bekas kolam, persawahan dan danau sebagai tempat
perindukan® juga ditemukan di lokasi penelitian. Laporan penelitian terdahulu di Purworejo
tidak dapat mendeteksi keberadaan sporozoit pada kedua jenis nyamuk ini.** An. kochi
tertangkap di Desa Ngadirejo cukup banyak walaupun bukan yang tertinggi. Spesies ini
banyak ditemukan pada kolam ikan yang tidak terawat dan tidak digunakan lagi sebagai
tempat beternak ikan.*> An. maculatus dan An. aconitus yang ditemukan dalam survei ini
sejalan dengan penelitian sebelumnya yang melaporkan temuan spesies yang sama di Desa
Jatirejo.®* An. subpictus yang ditemukan pernah dilaporkan juga pada studi sebelumnya.® An.
vagus, An. maculatus, An. aconitus dan An. subpictus terkonfirmasi sebagai salah satu vektor

penular malaria di Purworejo.***’
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Gambar 1. Hasil uji laboratorium pelacakan h-Plasmodium.

Pembedahan kelenjar ludah nyamuk hasil tangkapan dan pengujian CSP yang dilakukan
belum dapat menemukan sporozoit dari nyamuk hasil tangkapan. Hasil senada juga pernah
dilaporkan oleh peneliti lain baik dalam maupun luar negeri. Pengujian pada nyamuk An.
barbirostris yang ditangkap di Waikabubak, Sumba Barat tidak berhasil mendeteksi CSP pada
seluruh specimen.®® Sementara deteksi CSP pada An. vagus, An. tesellatus dan An. kochi di
Seram Maluku juga tidak berhasil menemukan keberadaannya.*® Hasil ini tidak dapat
disimpulkan bahwa tidak ada Anopheles infeksius sama sekali di lokasi studi. Belum
ditemukannya nyamuk betina infeksius pada penelitian ini sangat mungkin disebabkan
minimnya jumlah hasil tangkapan. Penangkapan nyamuk pada penelitian ini hanya difokuskan
di area kandang ternak saja dengan asumsi dapat menangkap Anopheles zoofilik sebanyak-
banyaknya. Keterbatasannya adalah tidak melakukan pemeriksaan paritas dan umur fisiologis
Anopheles sehingga sangat memungkinkan nyamuk dewasa muda tidak dikeluarkan dari
sampel pengujian. Minimnya populasi nyamuk saat pelaksanaan studi dan keterbatasan waktu
menjadi faktor yang tidak dapat dipungkiri. Dalam studi lanjutan semua hal tersebut harus

dipertimbangkan dengan lebih baik.
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Pemeriksaan slide darah kambing Peranakan Etawa di Kaligesing Purworejo secara
mikroskopis mendeteksi keberadaan h-Plasmodium pada 20,8% sampel. Temuan ini menepis
keraguan kemampuan hidup h-Plasmodium pada host perantara selain manusia sekaligus
memberikan bukti bahwa telah terjadi transmisi h-Plasmodium pada populasi kambing
Peranakan Etawa di lokasi studi. Kejadian transmisi parasit di angka 20,8% yaitu seperlima
lebih dari populasi kambing subyek penelitian juga mengisyaratkan bahwa temuan ini bukan
sekedar kebetulan. Menjadi sangat menarik karena di waktu yang hampir bersamaan juga
dilaporkan temuan parasit yang sama pada sekelompok ternak domestik di Sumba Barat dan
Fakfak Papua. Dilaporkan sebanyak 5,8% sampel darah kambing dan kisaran antara 14,3 -
20,7% pada sampel darah ternak domestik lainnya juga mengandung P. falciparum dan P.
vivax bahkan ditemukan hingga stadium gametosit.*> Keberadaan LSA-1 tidak terdeteksi pada
seluruh sampel yang diperiksa. Hal ini tidak berarti seluruh sampel tidak mengandung h-
Plasmodium, karena deteksi LSA-1 bukan satu-satunya petanda keberadaannya. Ekspresi gen
LSA-1 hanya pada fase intrahepatik saja.'® LSA-1 mulai terbentuk saat sporozoit yang
menginvasi sel hepar memilih salah satu sel sebagai tempat singgahan akhir di hati.
Keberadaannya mulai terdeteksi pada hari ketiga perkembangan parasit pada fase
intrahepatik.** Hasil pengujian dari subyek penelitian masih belum dapat mendeteksi
keberadaan MSP-1 dalam darah kambing Etawa. Selama fase invaginasi masuknya parasit,
semua fragmen MSP-1 terlepas dari permukaan merozoit kecuali fragmen 19-kDa, yang tetap
melekat pada permukaan merozoit.**** Studi ini hanya menguji keberadaan MSP-1,4 sebagai
salah satu fragmen pecahan dari MSP-1,,. Keterbatasan waktu dan pembiayaan menjadi alasan
tersendiri. Patut dipertimbangkan dalam studi lanjutan agar melacak keberadaan fragmen lain
seperti MSP-1g3, MSP-13, dan MSP-135 agar lebih lengkap dalam pelacakan petanda ini.

Keberadaan PfLDH pada darah kambing peranakan Etawa akan menjadi sebuah
informasi penting. Deteksi pLDH memiliki sensitivitas mencapai 60,1% ** bahkan pernah
dilaporkan 94% . Spesifisitas pLDH juga dilaporkan lebih baik dibanding enzim HRP2%.
Aktivitas pLDH dapat dengan mudah dideteksi dalam sampel darah dengan tingkat

47,48

parasitemia 0,2-10% atau 75 parasit/pL.* Beberapa teori tentang pLDH tersebut semakin

meyakinkan bahwa PfLDH temuan dalam darah kambing Peranakan Etawa benar-benar ada
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dan menunjukkan keberadaan h-Plasmodium yang sempat hidup dalam tubuhnya. Enzim
pLDH akan mulai terbentuk pada hari pertama setelah merozoit dari hati menginvasi eritrosit™

dan akan terus meningkat hingga mencapai puncak pada 24-48 jam pada fase eritrositik.>"*?

Tabel 1. Rasio prevalensi transmisi h-Plasmodium pada kambing peranakan Etawa

Variabel bebas Variabel terikat RP 95% ClI

Kemunculan LSA-1 100,00* 3,37 - 2964,09

Keberadaan CSP Hasil uji mikroskopis 5,26 0,68 - 40,93
eberadaan Keberadaan MSP-1 100,00* 3,37 - 2964,00

Kemunculan PfLDH 4,35 0,57 - 33,24

Hasil uji mikroskopis 5,26 0,68 - 40,93
Kemunculan LSA-1 Keberadaan MSP-1 100,00* 3,37 - 2964,09

Kemunculan PfLDH 4,35 0,57 - 33,24

Hasil uji mikroskopis 5,26 0.68 - 40.93

Keberadaan MSP-1 Kemunculan PfLDH 435 0.57 - 33.24
Hasil uji mikroskopis Kemunculan PfLDH 45,00* 11.43-177.17

RP = Rasio prevalensi; *signifikan (a=5%)

Nilai estimasi RP keberadaan CSP terhadap kemunculan LSA-1 dan keberadaan MSP-1
memiliki besaran yang sama karena besar nilai pada sel kedua variabel juga sama, demikian
pula untuk variabel kemunculan LSA-1 terhadap keberadaan MSP-1. Tabulasi silang dikotomi
dengan nilai yang sama pada keempat sel tentu akan menghasilkan perhitungan estimasi nilai
RP yang sama pula. Keberadaan CSP terestimasi potensial terhadap kemunculan LSA-1 dan
MSP-1 pada kambing peranakan Etawa. Hal ini tentu dapat dipahami karena aktivitas parasit
dalam sel hati akan terjadi setelah proses invasi sporozoit ke dalam sel hati.**** Kemunculan
LSA-1 yang menandakan adanya invasi parasit dalam hati juga potensial terhadap keberadaan
MSP-1 dalam darah inang, sebagaimana bahwa merozoit merupakan hasil dari stadium skizon
dalam fase hati.>>*® Sementara temuan morfologi mikroskopis menunjukkan keberadaan
parasit dalam sel darah merah inang. Keberadaan parasit dalam sel darah merah inang akan

membentuk enzim laktat dehydrogenase sebagai petanda terjadinya perkembangan®’, sehingga
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tidak diragukan lagi bahwa morfologi mikroskopis parasit berperan sebagai fator potensial
yang memunculkan PfLDH dalam darah inang kambing peranakan Etawa.

Kesimpulan

Human Plasmodium telah ditransmisikan ke kambing peranakan Etawa di Kaligesing
oleh Anopheles. Biomarker yang terdeteksi dalam darah kambing adalah tahap trofozoit dan
schizont P. falciparum dan PfLDH. CSP berpotensi meningkatkan risiko munculnya LSA-1
dan MSP-1 dalam darah kambing. Temuan morfologi mikroskopis parasit berpotensi

meningkatkan risiko kemunculan PfLDH dalam darah kambing.

XXXI



SUMMARY

Introduction

Malaria is a vector-borne disease caused by the human-Plasmodium (h-Plasmodium)
parasite, which is still an important public health problem throughout the world, especially in
tropical and subtropical regions." The incidence of malaria in Indonesia until 2020 was
recorded at APl 0, 94 per 1000 population. The top five provinces with the highest API are
Papua (63.12%0), West Papua (10.15%0), NTT (2.76%0), East Kalimantan (0.62%o), and
Maluku (0.42%o).2 The incidence of malaria in Central Java Province until 2020 recorded an
API of 0.012 per 1000 population.® Until 2020 there were 10 district cities that had no malaria
cases, namely Magelang, Wonogiri, Sragen, Temanggung, Batang, Pekalongan, Tegal,
Magelang City, Surakarta City and Pekalongan City.® Unfortunately in 2021 there will be an
increase in cases again in Purworejo and followed by Giripurno Village, Magelang Regency.”

Malaria transmission is influenced by several factors including the source of infection,
the vector transmission, the object transmission, and the environment that supports it. The
presence of the Anopheles mosquito is an important factor, which acts as the definitive host
and vector for h-Plasmodium.> Some species of Anopheles have zoophagic properties, which
prefer to suck animal blood rather than human blood.® The zoophagic nature underlies the
understanding the presence of livestock around residential homes is one of the factors
associated with a reduced risk of malaria incidence in households’ and believes the presence
of cattle will act as a barrier in malaria transmission.® However, until now, the role of
livestock as a barrier in the h-Plasmodium transmission cycle is not clear.’

Anopheles females fertilized will look for blood feed for the process of egg development.
Blood-filled female Anopheles will suffice for blood feed for a few days, and after that they
will look for blood feed again.'® This blood-feeding behavior for female Anopheles underlies
the concept of the cattle barrier. The a cattle barrier concept essentially uses livestock as a
diversion for Anopheles' bites. The population of ruminant livestock placed around the
settlement is expected to meet the blood feed needs of female zoophilic Anopheles. A

Sufficient sources of blood feed from livestock will prevent Anopheles from entering
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residential areas in search of blood feed. Cattle act as a diversion for female Anopheles bite
attacks, so that the potential bite attacks on humans can be minimize and malaria transmission
can be control. The concept of the cattle barrier must be understood more as a control effort to
reduce the risk of Anopheles attack has the potential to transmit malaria, not to eliminate
malaria transmission.™"*?

A study reported that the presence of livestock at the side of the house increased the risk
of 2.8 times greater risk of transmitting malaria to residents of the compared house without
livestock. This increased risk is caused more by the location of the cattle pens next to the
residence so that the potential for Anopheles attacks on livestock and householders is
comparable.”® The presence of cattle can divert the attack of zoophilic Anopheles bites is
understandable, but what is more important is actually to prove the role of livestock in the
biological life of h-Plasmodium. It must be known whether h-Plasmodium can live and
reproduce in the body of cattle or not, so it can be known the role as terminal host or reservoir.

Malaria transmission in areas that implement the cattle barrier program correctly will
dominated by the transfer of sporozoites from infectious Anopheles to barrier cattle.
Information regarding the spread of malaria in endemic areas with livestock populations has
only associated with the ups and downs of malaria incidence in the community. Biologic
information on the parasite is lost because reports on the ability to survive and reproduce h-
Plasmodium in livestock have not identified. There have been no reports that prove the life of
h-Plasmodium in livestock. The preliminary tests results in Purworejo found the trophozoite
stages of P. falciparum and P. vivax became an important basis for continuing studies.**** The
study of potential transmission of h-Plasmodium in livestock in malaria-endemic areas is very
important to evaluate the transmission potential and viability of h-Plasmodium from
Anopheles to livestock.

The presence of h-Plasmodium in livestock at various stages of development will
indicate that there has been a transmission from an infected female Anopheles to livestock,
which so far has not been known. The livestock’s role as a reservoir or terminal host for h-
Plasmodium will be evaluated based on the stages of development that can be formed. If h-

Plasmodium can develop to the gametocyte stage, it can be believed that the parasite can adapt
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to the livestock body and continue to develop according to its stadium. It means that livestock
has the potential to become a reservoir for h-Plasmodium. On the other hand, if the parasite
can only develop to the schizont stage in the animal's body, it can be interpreted that the
animal has the potential to act as a terminal host.

Infectious Anopheles has the potential transmission of the containing sporozoites in their
salivary glands that suck the host blood. The sporozoites will enter through the skin and then
migrate to the liver. In the liver, the protein antigen of P. falciparum sporozoite is expressed as
liver-stage antigen (LSA)-1.'° Expression of LSA-1 is believed to be a specific presence
marker of P. falciparum in liver cells.}”*® P. falciparum sporozoites will pass through several
liver cells to find liver cells that become targets for invasion and growth. Plasmodium
sporozoites invasion showed the liver cell wall damage that triggers hepatocyte growth factor
(HGF).»*% The h-Plasmodium presence in the erythrocytic phase include merozoite surface
protein 1 (MSP-1 )?, histidine-rich protein 2 (HRP-2)??, and parasite lactate dehydrogenase
(pLDH).2? Several specific markers for the presence of h-Plasmodium at each stage of
development are indications of the biological activity of the parasite in the host's body. The
study of specific markers of the presence of h-Plasmodium is an attempt to determine the
transmission potential of h-Plasmodium in livestock in malaria-endemic areas by considering
the presence of sporozoites in the vector. This study is very important as an initial basis for
assessing the potential biological role of livestock as a cattle barrier in the transmission of
malaria. The existence of a population of Etawa crossbreeds in malaria-endemic areas raises
serious questions, about whether goats can experience h-Plasmodium transmission or not.

This study aims to prove the transmission of h-Plasmodium from the Anopheles vector
to Etawa crossbred goats suspected as a barrier in malaria-endemic areas through the
sporozoites detection in the vector and transmission biomarkers on the goats (LSA-1, MSP-1,
microscopic morphology, pLDH).

Methods

The study was designed with a descriptive cross-sectional design to track the presence of

h-Plasmodium in the Anopheles vector and Etawa Crossbreed goats. The study site was in
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Kaligesing Sub District, Purworejo District with a total sample of 212 mosquitoes and 99
goats. The mosquitoes were caught by humans-bait and resting place around livestock cages.
The goat blood specimens were taken from the jugular vein using a flashback needle and a
vacuum tube. The sporozoite tracking in Anopheles mosquitoes conducts by microscopic
salivary gland surgery and CSP testing in PCR technique. The h-Plasmodium track in goats
was conducted by microscopically examining thick blood slides, LSA-1, MSP-1, and PfLDH
testing on blood specimens.

The potential for h-Plasmodium transmission in Etawa crossbreed goats in Kaligesing
Purworejo was proven by finding the parasite in goat blood, either by finding the parasite
directly through microscopic testing or by detecting specific signs of its presence. All research
variables have categorical data with nominal data scales so that risk analysis is carried out by
calculating the prevalence ratio (PR) value. The calculation of the prevalence ratio at the 95%
confidence interval was carried out wusing the Medcalc online application

(https://www.medcalc.org/calc/relative_risk.php). The tolerable error limit is 5% (a = 5%). In

the case of calculating the prevalence ratio there is a zero value in a cell, the Medcalc
application automatically assigns a value of 0.5 to a cell with a zero value according to the

reference reference.?®>?

Result and Discussion

Purworejo District is the area with the highest malaria cases in Central Java. Kaligesing
Sub-District was one of the malaria-endemic areas for some time. In 2018 there were still
reported local cases in several villages, including Jatirejo, Ngadirejo, and Hardimulyo
villages.?” The period from 2019 to 2020 only reported imported cases®, but in 2021 there was
a significant increase in cases in Bener District.* Based on the maps of the area occurrence,
malaria cases in Kaligesing did not spread from endemic villages to surrounding villages.
There is no record of the domicile movement of malaria sufferers from Jatirejo Village to
Ngadirejo Village before new cases emerged. Imported cases in Jatirejo Village were only

reported at the end of 2018 after local cases began to subside somewhat.?® Meanwhile, in 2018
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suddenly malaria cases appeared in 23 people in the RT.2 area of Kembangsoko Hamlet,
Ngadirejo Village.”

The highest population is An. vagus who likes the habitat of rice fields®, ponds®,
puddles of waterlogged soil, grassy fields with shrubs and shade that holds water, and even
dug wells.®! An. barbirostris who like buffalo puddles, earth pits near cowsheds, former ponds,
rice fields, and lakes as breeding grounds were also found in the research location. Previous
research reports in Purworejo could not detect the presence of sporozoites in these two types
of mosquitoes.*® An. kochi caught in Ngadirejo Village, although not the highest. This species
is mostly found in fish ponds that are not maintained and are no longer used as a place for
raising fish.3* An. maculatus and An. aconitus found in this survey is in line with previous
studies that reported findings of the same species in Jatirejo Village.* An. subpictus found has
also been reported in previous studies.®*® An. vagus, An. maculatus, An. aconitus and An.
subpictus was confirmed as a vector for transmitting malaria in Purworejo.**’

Surgery on the salivary glands of the caught mosquitoes and CSP testing were not able
to find sporozoites. Similar results were reported by other researchers previously. An.
barbirostris testing caught in Waikabubak, West Sumba was not detecting CSP in all
specimens.®® While the detection of CSP on An. vagus, An. tesellatus and An. kochi in Seram
Maluku also not detected to find its whereabouts.*® These results cannot be concluded that
there is no infectious Anopheles at all at the study site. No female infectious mosquitoes were
found in this study, most likely due to the low number of catches. Need for further
exploration in catching female Anopheles by the more site varied breeding and resting places.
Mosquito catching in this study was only focused on the livestock pen area with the
assumption that it could catch as many zoophilic Anopheles as possible. The limitation is that
the parity and physiological age of Anopheles are not checked, so it is very possible that young
adult mosquitoes are not excluded from the test sample. The minimal mosquito population
during the study and time constraints were undeniable factors. In follow-up studies all these

things should be better considered.
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Figure 1. Laboratory testing results for h-Plasmodium tracking.

Examination of blood slides of the Etawa Crossbreed goat in Kaligesing Purworejo
microscopically detected the presence of h-Plasmodium in 20.8% of the sample. This finding
dispels doubts about the viability of h-Plasmodium in intermediate hosts other than humans
and provides evidence that h-Plasmodium transmission has occurred in the population of
Etawa Crossbreed goats at the study site. The incidence of parasitic transmission at 20.8%,
which is more than one-fifth of the study subject goat population, also suggests that this
finding is not just a coincidence. It is very interesting because at almost the same time the
findings of the same parasite were reported in a group of domestic cattle in West Sumba and
Fakfak Papua. It was reported that 5.8% of goat blood samples and the range between 14.3 -
20.7% in other domestic livestock blood samples also contained P. falciparum and P. vivax
even found up to the gametocyte stage.”’ The presence of LSA-1 was not detected in all
samples examined. This does not mean that all do not contain h-Plasmodium, because the
LSA-1 is not the only marker of its presence. LSA-1 gene expression was only in the
intrahepatic phase.[11] LSA-1 begins to form when sporozoites that invade liver cells select

one of the cells as a final transit site in the liver. Its presence detects on the third day of
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parasite development in the intrahepatic phase.** The test results from the research subjects
were still unable to detect the presence of MSP-1 in the blood of Etawa goats. During the
invagination phase of parasite entry, all of the MSP-1 fragments detached from the merozoites
surface except for the 19-kDa fragment, which remained attached to the merozoite surface.****
Limited time and funding are the separate reason. It should be considered in further studies to
track the presence of other fragments such as MSP-1g3, MSP-130, and MSP-135 to be more
complete in tracking this marker.

The discovery of PfLDH in the blood of Etawa crossbreed goats is an important piece of
information. The detection of pLDH has a sensitivity of up to 60.1% ** and even 94% has been
reported *°. The specificity of pLDH was reported to be better than that of the HRP2 enzyme*®.
The pLDH activity can easily detect in blood samples with parasitemia levels of 0.2-10%*"3
or 75 parasites/L.* Several theories about pLDH are increasingly convincing that the PfLDH
found in the blood of the Etawa crossbreed goat exists and indicates the presence of h-
Plasmodium that had lived in its body. The pLDH enzyme will start to form on the first day
after merozoites from the liver invade erythrocytes[97] and will continue to increase until it
51,52

reaches a peak at 24-48 hours in the erythrocytic phase.

Table 1. Prevalence ratios of h-Plasmodium transmission in Etawa crossbred goats

Independent variable Dependent variable PR 95% ClI
LSA-1 100,00* 3,37 - 2964,09
CSP Microscopic testing 5,26 0,68 - 40,93
MSP-1 100,00* 3,37 - 2964,09
PfLDH 4,35 0,57 - 33,24
Microscopic testing 5,26 0,68 - 40,93
LSA-1 MSP-1 100,00* 3,37 - 2964,09
PfLDH 4,35 0,57 - 33,24
MSP-1 Microscopic testing 5,26 0.68 - 40.93
PfLDH 4,35 0.57 - 33.24
Microscopic testing PfLDH 45,00* 11.43-177.17

PR = Prevalence Rasio; *significant (a=5%)

The estimated value of PR for the presence of CSP on the occurrence of LSA-1 and the

presence of MSP-1 has the same number because the values in the cells of the two variables
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are also the same, as well as for the variable occurrence of LSA-1 for the presence of MSP-1.
Dichotomous cross tabulation with the same value in all four cells will certainly result in the
calculation of the estimated PR value being the same. CSP was estimated to be potential for
the emergence of LSA-1 and MSP-1 in Etawa crossbreeds. It is understandable because
parasitic activity in liver cells will occur after the invasion of sporozoites into liver cells.>**
The appearance of LSA-1 indicates the presence of parasite invasion in the liver is also
potential for the MSP-1 in the host's blood, as merozoites are the result of the schizont stage in
the liver phase. *>*® While microscopic morphological findings indicate the presence of
parasites in the host's red blood cells. The presence of parasites in the host red blood cells will
form the enzyme lactate dehydrogenase as a marker of development®’, so there is no doubt that
the microscopic morphology of the parasite acts as a potential factor that causes PfLDH in the

blood of the Etawa crossbreed goat.

Conclusion

Human Plasmodium has been transmitted to Etawa crossbred goats in Kaligesing by
Anopheles. The biomarkers detected in the goat's blood are the trophozoite and schizont stage
of P. falciparum and PfLDH. The CSP potentially increases the risk of the emergence of LSA-
1 and MSP-1 in goat blood, and the microscopic morphology of parasites identified potentially
increases the risk of PfLDH in the goat's blood.
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