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ABSTRAK

Nama : Liem Jen Fuk
Program Studi : Doktor llmu Kedokteran
Judul . Analisis Pengaruh Interaksi Dosis Pajanan Kumulatif, PON-1,

AChE, TCPy, Variasi Genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap
Disrupsi Tiroid pada Penyemprot Pestisida dengan Pajanan Utama
Klorpirifos

Klorpirifos (CPF) adalah insektisida yang paling sering digunakan di sektor
pertanian informal dan pajanannya berpotensi mengganggu fungsi tiroid. Penelitian
ini bertujuan untuk menganalisis interaksi PON-1, AChE, dan TCPy sebagai
markah pajanan CPF, polimorfisme CYP2B6 dan CYP2C19 sebagai markah
kerentanan, serta TSH, FT4 dan rasio tiroglobulin/FT4 (Tg/FT4) sebagai markah
efek disrupsi tiroid akibat pajanan CPF.

Penelitian dilakukan dengan desain potong lintang, pada bulan Juli—-Oktober 2020.
Subjek penelitian adalah 151 petani bawang putih dan sayuran yang menggunakan
CPF minimal 1 tahun di Dusun Pancot dan Desa Adipuro, Jawa Tengah. Data
karakteristik subjek dan estimasi dosis pajanan kumulatif (DPK) diambil dengan
wawancara menggunakan kuesioner. Penelitian ini memeriksa PON-1 dan AChE
dengan metode fotometri, TCPy urin dengan liquid chromatography (LC-MS-MS),
hormon tiroid dengan metode ECLIA. Analisis CYP2C19*2 dan *3 dengan PCR-
RFLP, CYP2B6*6 dengan TagMan (rs3745274) dan metode sekuensing Sanger
(rs2279343). Data dianalisis menggunakan uji Mann-Whitney U, Kruskal Wallis,
regresi linier ganda dan analisis jalur.

Didapatkan proporsi tinggi subjek penelitian yang menggunakan pestisida
gabungan dengan kekerapan kontak langsung, frekuensi penggunaan APD yang
rendah, volume besar pestisida yang disemprotkan dan luasnya lahan olahan.
Frekuensi genotip CYP2B6 adalah *1/*1 (32%); *1/*6 (50%); dan *6/*6 (18%),
sedangkan frekuensi genotip CYP2C19 *1/*1, *1/*3, *1/*2, dan *2/*2 berturut-
turut adalah 64%, 7%, 23% dan 6%. Kadar TCPy berhubungan positif dengan DPK
(p =0,012) sedangkan AChE berhubungan negatif dengan DPK (p < 0,001). Variasi
genetik CYP2B6*6 berhubungan dengan TCPy yang lebih rendah dibanding wild-
type (p = 0,005). Kelompok DPK tinggi memiliki kadar TSH lebih tinggi (p =
0,001) dan rasio Tg/FT4 lebih besar (p = 0,003) dibandingkan kelompok DPK
rendah. Dalam model analisis jalur, DPK memberikan efek langsung dengan
koefisien jalur 0,21 terhadap rasio Tg/FT4 dan efek total 0,28 terhadap TSH. Rasio
Tg/FT4 memberikan efek 0,49 terhadap TSH. Kontribusi DPK dan rasio Tg/FT4
terhadap TSH subjek adalah 30,7%.

Disimpulkan konsentrasi TSH pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama
CPF dipengaruhi oleh interaksi variasi genetik CYP2B6*6, TCPy, aktivitas AChE,
DPK dan rasio Tg/FT4, menunjukkan hubungan dosis-respons dalam terjadinya
disrupsi tiroid.

Kata kunci: disrupsi tiroid, kerentanan genetik, pajanan kumulatif CPF, petani,
TCPy
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ABSTRACT

Name : Liem Jen Fuk
Study Program : Doctoral Program in Medical Science
Title : Analysis of the Interaction Effect of Cumulative Exposure Level,

PON-1, AChE, TCPy, CYP2B6 and CYP2C19 Genetic Variations
on Thyroid Disruption in Pesticide Sprayers with Primary Exposure
to Chlorpyrifos

Chlorpyrifos (CPF) is the most frequently used insecticide in the informal
agricultural sector and may interfere with thyroid function. Thus, this study was
conducted to determine the interaction of PON-1, AChE, and TCPy as biomarkers
of exposure, CYP2B6 and CYP2C19 polymorphisms as biomarkers of
susceptibility, and the TSH, FT4 and thyroglobulin/FT4 (Tg/FT4) ratio as
biomarkers of effects of thyroid disorders due to CPF exposure.

This cross-sectional study was conducted in July—October 2020. A total of 151
garlic and vegetable farmers who used CPF for at least 1 year in Pancot and Adipuro
village, Central Java participated in this study. The data on the characteristics of the
subjects and the estimation of cumulative exposure level (CEL) were taken by
interview. PON-1 and AChE were analyzed by photometric method, urinary TCPy
was detected by liquid chromatography (LC-MS-MS), thyroid parameters were
analyzed using ECLIA method, CYP2C19*2 and *3 was analyzed by PCR-RFLP,
while CYP2B6*6 was analyzed by TagMan for rs3745274 and the Sanger
sequencing method for rs2279343. Mann-Whitney U, Kruskal Wallis, multiple
linear regression and path analysis were performed to analyze the data.

The study found a high proportion of multiple pesticides used and frequent direct
contact with pesticides, low frequency of PPE used accompanied by a high volume
of mixture applied and broader acres of land. The CYP2B6 genotype frequencies
were *1/*1 (32%); *1/*6 (50%); dan *6/*6 (18%), while for CYP2C19 *1/*1,
*1/*3, *1/*2, dan *2/*2 were 64%, 7%, 23% and 6 % respectively. TCPy was
positively associated with CEL (p = 0.012), while AChE activity (p < 0.001) was
negatively associated with CEL. CYP2B6*6 variant was associated with lower
TCPy levels compared to the wild-type (p = 0.005). The high CEL group had higher
TSH levels (p = 0.001) and a higher Tg/FT4 ratio (p = 0.003) than the low CEL
group. In the path analysis model, CEL has a direct effect with a path coefficient of
0.21 on the ratio of Tg/FT4 and a total effect of 0,28 on TSH. The Tg/FT4 ratio has
a direct effect of 0,49 to TSH. The contribution of CEL and Tg/FT4 ratio to the
subject’ TSH was 30,7%.

Conclusion: The TSH concentrations among pesticide sprayers with primary
exposure to CPF was influenced by the interaction of CYP2B6*6 genetic variation,
TCPy, AChE activity, CEL and Tg/FT4 ratio, indicating a dose-response
relationship in the occurrence of thyroid disruption.

Keywords: cumulative exposure of chlorpyrifos, farmers, genetic susceptibility,
TCPy, thyroid disruption
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Di Indonesia terdapat 27,6 juta rumah tangga usaha pertanian yang meliputi jumlah
anggota rumah tangga 98 juta orang dan lebih dari 33 juta orang bekerja sebagai
petani dan 24% petani perempuan.! Untuk membasmi hama pertanian petani
menggunakan pestisida. Pada tahun 2010 terdapat 2605 pestisida terdaftar dan pada
tahun 2016 bertambah menjadi 3207 pestisida yang terdiri atas insektisida, herbisida

dan fungisida.?

Insektisida yang paling banyak digunakan adalah klorpirifos (CPF)? dan paling sering
digunakan pada pertanian sayur, bawang, cabai, kakao, kedelai, padi dan kacang.
Kegiatan pertanian yang dilakukan petani menyebabkan mereka berisiko menerima
pajanan pestisida. Cara kerja petani umumnya tidak aman sehingga berpotensi
terpajan pestisida dosis tinggi dengan mencampur sedikitnya 2 jenis pestisida dan

menyemprot dengan frekuensi melebihi anjuran.*®

Pajanan pestisida dapat mengganggu kesehatan dan sangat dipengaruhi oleh jenis
bahan aktif. Pestisida organoklorin di antaranya endosulfan dan heptaklor memiliki
efek endocrine-disruptive terhadap tiroid, karsinogenik, hingga gangguan
perkembangan neurologis pada janin.®” Golongan OP seperti malation, paration,
dimetoat, CPF target utamanya adalah sistem saraf pusat dan perifer melalui
hambatan aktivitas enzim kolinesterase. Selain itu golongan OP dapat mengganggu
metabolisme protein selular, kardiovaskular, sistem reproduksi, dan hormonal di

antaranya gangguan tiroid.”®

Toksisitas CPF terjadi melalui serangkaian proses metabolisme di antaranya
bioaktivasi menjadi metabolit aktif klorpirifos-okson dan detoksifikasi membentuk
metabolit inaktif TCPy. Toksisitas CPF yang terjadi melalui ikatan dengan enzim
asetilkolinesterase (AChE) menyebabkan enzim tersebut tidak berfungsi, sehingga
menurunnya aktivitas AChE merupakan salah satu penanda pajanan CPF.
Keseimbangan antara reaksi aktivasi dan detoksifikasi CPF dipengaruhi oleh usia,
keberadaan bahan xenobiotik lain, aktivitas enzim paraoksonase-1 (PON-1) serta
aktivitas enzim sitokrom P450 seperti CYP2B6 dan CYP2C19.%° Enzim sitokrom
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P450 (CYP) yang berperan dalam sebagian besar metabolisme xenobiotik fase 1 di
tubuh dan bersihannya tidak diekspresikan pada level yang sama untuk semua individu
sehingga berdampak pada berbedanya respons individu terhadap xenobiotik. Individu
dengan ekspresi CYP2B6 dan CYP2C19 tertentu memiliki kerentanan lebih besar
untuk mengalami dampak pajanan organofosfat.''2 Sama halnya dengan individu
yang memiliki kadar aktivitas enzim paraoxonase-1 yang rendah akan memiliki

kerentanan yang lebih tinggi terhadap dampak pajanan organofosfat.>4

Hingga saat ini bukti yang menunjukkan indikasi efek toksik langsung CPF terhadap
organ atau jaringan selain sistem saraf masih terbatas. Studi eksperimental
menunjukkan perubahan morfologis dan histopatologis pada tiroid hewan coba
setelah dipajankan CPF dengan dosis rendah. Menurunnya kadar hormon tiroid
akibat pajanan CPF diduga berhubungan dengan kerusakan sel folikular tiroid
sehingga rangkaian proses sintesis hormon tiroid tidak dapat berjalan sempurna.
Meskipun demikian, mekanisme pasti kerusakan tersebut belum dimengerti
sepenuhnya.’®!” Tiroglobulin merupakan prekursor hormon tiroid dan sintesisnya
pada folikel tiroid dipengaruhi oleh TSH. Keadaan ini mendasari pemikiran bahwa
rasio tiroglobulin terhadap FT4 (rasio Tg/FT4) dapat menjadi indikator kerusakan
struktur tiroid sekaligus menunjukkan ketidakseimbangan hormonal pada

penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF.

Penelitian epidemiologis mendapatkan peningkatan kadar TSH yang menunjukkan
kondisi hipotiroid pada populasi terpajan pestisida. Prevalensi TSH yang meningkat dan
kadar T4 normal pada populasi terpajan pestisida 15%,'® sedangkan berbagai studi
melaporkan prevalensi goiter atau hipotiroid pada petani terpajan pestisida > 27%,1%2
jauh lebih tinggi dibandingkan prevalensi pada populasi umum di Indonesia yaitu 2,7%

pada laki-laki dan 2,2% pada perempuan? serta 11,3% di Mumbai India.?®

1.2 ldentifikasi Masalah

Penggunaan insektisida CPF di Indonesia belum disertai cara yang benar dan aman
sehingga berpotensi mengganggu kelenjar tiroid yang berperan vital dalam
metabolisme, pertumbuhan dan perkembangan tubuh manusia. Pajanan CPF pada
penyemprot pestisida yang dinilai dengan dosis pajanan kumulatif (DPK), kadar PON-
1, AChE dan TCPy dalam interaksinya bersama variasi genetik CYP2B6, CYP2C19
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sebagai penanda kerentanan individu terhadap pajanan CPF dapat menyebabkan
disrupsi tiroid. Studi eksperimental hewan coba memberikan bukti kerusakan tiroid
akibat CPF, namun studi epidemiologis yang mengaitkan penggunaan CPF dalam
kejadian gangguan tiroid pada manusia masih sangat terbatas dan inkonklusif. Selain
itu, di Indonesia hingga saat ini belum pernah dilakukan studi yang menempatkan
variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19 sebagai biomarker kerentanan pajanan CPF
pada populasi petani. Oleh karena itu, penelitian ini menjadi penting dalam bidang
Kedokteran Okupasi terutama untuk deteksi dini dan penegakan diagnosis penyakit

akibat kerja (PAK), khususnya disrupsi tiroid akibat pajanan CPF.

1.3 Pertanyaan Penelitian

1. Bagaimanakah karakteristik pajanan kumulatif pada penyemprot pestisida
dengan pajanan utama CPF?

2. Bagaimanakah efek kegiatan terpajan pestisida terhadap kadar PON-1, AChE,
dan TCPy pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF?

3. Bagaimanakah efek variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap kadar
metabolit TCPy pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF?

4. Bagaimanakah efek kegiatan terpajan pestisida terhadap TSH, FT4 dan rasio
tiroglobulin/FT4 pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF?

5. Bagaimanakah pengaruh interaksi dosis pajanan kumulatif CPF, PON-1,
AChE, TCPy, variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap TSH, FT4 dan

rasio tiroglobulin/FT4 pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF?

1.4 Hipotesis Penelitian

1. Kegiatan terpajan pestisida memengaruhi kadar PON-1, AChE, dan TCPy
dalam urin pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF.

2. Variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19 memengaruhi kadar metabolit TCPy
pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF.

3. Kegiatan terpajan pestisida memengaruhi TSH, FT4 dan rasio tiroglobulin/FT4
pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF.

4. Interaksi DPK, PON-1, AChE, TCPy, variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19
memengaruhi TSH, FT4 dan rasio tiroglobulin/FT4 pada penyemprot pestisida

dengan pajanan utama CPF.
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1.5 Tujuan Penelitian

1.5.1 Tujuan Umum

Memperjelas peran pajanan CPF berupa DPK, PON-1, AChE, TCPy bersama
variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap kejadian disrupsi tiroid pada

penyemprot pestisida

1.5.2 Tujuan Khusus

1. Menganalisis karakteristik pajanan kumulatif pada penyemprot pestisida
dengan pajanan utama CPF.

2. Menganalisis efek DPK terhadap PON-1, AChE, dan TCPy pada penyemprot
pestisida dengan pajanan utama CPF.

3. Menganalisis peran variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap kadar
metabolit TCPy pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF.

4. Menganalisis efek DPK terhadap TSH, FT4 dan rasio tiroglobulin/FT4 pada
penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF.

5. Menganalisis interaksi dosis pajanan kumulatif CPF, PON-1, AChE, TCPy,
variasi genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap TSH, FT4 dan rasio
tiroglobulin/FT4 pada penyemprot pestisida.

1.6 Manfaat Penelitian

1.6.1 Bagi llmu Pengetahuan

Memberikan sumbangan pengetahuan untuk melengkapi konsep mekanisme terjadinya
disrupsi tiroid akibat pajanan CPF pada penyemprot pestisida. Selanjutnya, hasil
penelitian diharapkan memunculkan potensi biomarker yang dapat digunakan dalam
rangka deteksi dini agar dapat dilakukan upaya pencegahan dan tatalaksana bahaya
potensial di tempat kerja sebelum terjadi manifestasi klinis atau efek kesehatan yang non-
reversible. Penelitian ini juga dapat menjadi landasan bagi dimulainya penelitian lanjutan

terkait dengan pajanan CPF dan dampak kesehatan yang ditimbulkannya.

1.6.2 Bagi Masyarakat

Memberikan sumbangan pengetahuan tentang dampak yang ditimbulkan oleh
pajanan CPF pada tiroid sehingga dapat dijadikan sebagai dasar advokasi
perubahan perilaku penggunaan pestisida pada petani dalam rangka mencegah

terjadinya gangguan tiroid dan gangguan kesehatan lainnya di kemudian hari.

Universitas Indonesia



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Insektisida Klorpirifos

2.1.1 Klasifikasi Pestisida

Pestisida adalah setiap bahan atau campuran bahan yang ditujukan untuk mengusir,
mematikan, atau mengendalikan hama. Pestisida dapat digolongkan berdasarkan
target spesies atau tujuan penggunaannya, di antaranya insektisida untuk
membasmi hama serangga, herbisida membasmi tanaman pengganggu atau gulma,
fungisida membasmi jamur, rodentisida digunakan untuk hama berupa hewan

pengerat serta moluskisida sebagai pembasmi hama siput/keong.

Berdasarkan karakteristik toksikologi yang dipengaruhi oleh struktur kimianya,
pestisida dapat dibagi menjadi golongan organofosfat, karbamat, organoklorin dan
piretroid. Organofosfat (OP) dan karbamat merupakan insektisida yang bekerja
melalui penghambatan enzim asetilkolinesterase (AChE). Termasuk dalam
golongan OP di antaranya adalah CPF, malation, diklorfos dan paration. Karbamat
dapat bekerja langsung menghambat AChE sementara OP memerlukan bioaktivasi
ke dalam bentuk aktifnya sebelum dapat menghambat AChE.?* Piretroid
merupakan jenis pestisida yang digunakan sebagai insektisida pada sektor pertanian
dan rumah tangga karena memiliki toksisitas yang rendah pada mamalia dan tidak
menetap di lingkungan. Piretroid bekerja pada sistem saraf dengan mengganggu
pengaturan kanal natrium di membran sel saraf target organisme menyebabkan

paralisis dan hipereksitasi.?®

2.1.2 Profil Toksikologi Klorpirifos

Bentuk fisik CPF adalah kristal berwarna keputihan dengan bau tiol yang khas,
menyerupai bau kandungan sulfur pada bawang putih, bawang, atau telur busuk.
Rumus kimianya CgH11CIsNOsPS dengan berat molekul 350,6 g/mol. Klorpirifos
memiliki titik lebur pada 42 °C dan akan terdekomposisi pada suhu 160 °C.
Kelarutan dalam air buruk sekali (0,0002%) namun dapat larut dalam pelarut
organik seperti metanol dan isooktan. CPF diklasifikasikan dalam WHO Class II
(moderately hazardous) dengan LD50 pada tikus sebesar 135 mg/kg BB.?® Efek
toksik pajanan CPF tidak ditimbulkan dari senyawa induknya, melainkan berasal
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dari metabolit CPF. Klorpirifos akan mengalami detoksifikasi menjadi 3,5,6-
trichloro-2-pyridinol (TCPy) atau mengalami bioaktivasi menjadi CPF okson
(CPF-0), yang merupakan inhibitor poten terhadap asetilkolinesterase (AChE) dan
butirilkolinesterase (BChE).?"-?° EU Pesticides database menyajikan data toksisitas
CPF berupa ADI (Acceptable Daily Intake) 0,001 mg/kgBB/hari; ARfD (Acute
Reference Dose) 0.005 mg/kgBB dan AOEL (Acceptable Operator Exposure
Level) 0,001 mg/kgBB/hari.

Absorbsi

Klorpirifos diabsorbsi melalui semua rute pajanan. Absorbsi oral CPF pada manusia
diperkirakan mencapai 70%, sementara absorbsi melalui kontak kulit hanya kurang
dari 3%. Pajanan inhalasi merupakan pajanan yang paling cepat memunculkan tanda
dan gejala diikuti oleh pajanan oral dan dermal. Penyerapan CPF melalui kontak kulit
pada manusia tidak sebaik dibandingkan dengan penyerapan pada kulit hewan coba
tikus karena CPF tidak dapat langsung terserap pada kulit manusia yang intak. Pada
hewan coba, pajanan CPF melalui kulit memiliki potensi toksisitas yang rendah.
LD50 pada kontak kulit untuk kelinci adalah sebesar > 5000 mg/kg dan > 2000 mg/kg
untuk tikus. Kadar puncak TCPy setelah pajanan oral dan dermal dicapai dalam 6 dan

24 jam. Waktu paruh eliminasinya adalah 27 jam.?’

Distribusi

Klorpirifos terdistribusi ke seluruh jaringan tubuh setelah pajanan. Walaupun
sebagian akan tersimpan dalam jaringan lemak, namun bioakumulasi nampaknya
tidak berdampak bermakna karena waktu paruh eliminasinya yang cepat pada
manusia yaitu kurang dari 3 hari. Konsentrasi tertinggi CPF terdapat dalam fat and
fatty tissues. Klorpirifos juga berikatan dengan berbagai protein dalam sirkulasi
seperti plasma albumin. Sebagai konsekuensinya, kadar CPF bebas dalam darah

biasanya rendah.?”28

Metabolisme

Setelah masuk ke dalam tubuh, CPF diubah menjadi bentuk aktifnya yaitu dalam
bentuk “OKSON” sebelum menimbulkan toksisitas lebih lanjut. Toksisitas CPF
pada dasarnya merupakan hasil keseimbangan proses aktivasi dan detoksifikasi.
Bioaktivasi sangat tergantung kepada reaksi oksidatif desulfurasi CPF menjadi
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CPF-O oleh CYP, sebaliknya detoksifikasi CPF-O berlangsung melalui sejumlah
jalur metabolisme di antaranya yang dimediasi oleh CYP, PON-1, dan B-esterase
seperti karboksilesterase (CE) dan butirilkolinesterase (BChE). Enzim B-esterase
akan terinhibisi setelah proses inaktivasi CPF-O, sementara A-esterase (PON-1)
dapat menghidrolisis CPF-O dan tidak terganggu fungsinya (remain
functional).!1%° Pada manusia, beberapa enzim sitokrom P450 berperan besar dalam
metabolisme CPF. Enzim yang paling aktif mengatalisis metabolisme CPF
memiliki nilai bersihan intrinsik yang lebih tinggi. CYP2B6 memiliki clearance
intrinsic (CL int) terbesar dalam bioaktivasi CPF menjadi CPF-O sementara
CYP2C19 memiliki CL int terbesar untuk proses detoksifikasi CPF menjadi

TCPy.%10 Secara skematis jalur metabolisme CPF disajikan pada Gambar 2.1.

Ekskresi

Waktu paruh eliminasi CPF setelah pajanan oral atau dermal adalah 27 jam. Jalur
eliminasi utama CPF adalah melalui ginjal. Metabolit CPF berupa TCPy,
diethylphosphate (DEP), diethylthiophosphate (DETP) akan diekskresikan di
dalam urin. Pembentukan metabolit DEP dan DETP tidak spesifik mencerminkan
pajanan CPF karena metabolit ini juga ditemukan pada pajanan sejumlah pestisida
OP lainnya. Ekskresi CPF pada hewan coba tikus setelah pajanan per oral adalah

sebesar 90% melalui urin dan 10% melalui feses.?”2°

Chlorpyrifos 0,0-diethylphosphorothlonate
. 3,5.5-trichloropyridinol
I ¢l

s F l cl o

I CYPs s II

e "YP2C19 P

/\0/ |\ \ - C Cl¢ ' o
o o

CYP2B6lCYP9 f/

0,0-diethylphosphate

Chlorpyrifos oxon r/ 3,5,5-trichloropyridinol
ﬁ I A-esterases 0\\\} _© ¢ . “
P PONI1 P\ +
o7 S0 S cl c{ OH | _

2 - N e

B-esterase inactivation

Gambar 2.1. Bioaktivasi dan Detoksifikasi Klorpirifos?
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2.1.3 Monitoring Biologis Pajanan Klorpirifos

Asetilkolinesterase (AChE)

Target organ utama toksisitas akut OP adalah sistem saraf pusat dan perifer melalui
penghambatan aktivitas enzim asetilkolinesterase. AChE adalah enzim yang
bertanggung jawab dalam hidrolisis asetilkolin menjadi kolin dan asam asetat, dan
hambatan pada enzim ini mengakibatkan berlimpahnya asetilkolin pada sinaps
neuronal dan pada sambungan neuromuscular (neuromuscular junction).
Asetilkolin ditemukan pada sistem saraf manusia, di antaranya pada sinaps
kolinergik di sistem saraf pusat, sambungan neuron post-ganglionik parasimpatik
di kelenjar eksokrin, otot polos dan otot jantung, neuron pre dan post-ganglionik
sistem saraf autonom, sambungan neuromuskular sistem saraf somatik dan
permukaan sel darah merah. Seperti halnya golongan pestisida OP lainnya,
toksisitas CPF terjadi karena ikatan dengan asetilkolinesterase (AChE), atau
dikenal dengan red blood cell (RBC-AChE), dan membuat enzim ini tidak
berfungsi. Oleh karenanya, penurunan aktivitas hidrolisis AChE merupakan
indikator terjadinya toksisitas dan sejauh ini selalu digunakan sebagai penanda

pajanan dan efek.303!

Karboksilesterase

Karboksilesterase (CE) merupakan glikoprotein yang mampu menghidrolisis
sejumlah substrat. Pada manusia terdapat 2 bentuk utama CE yaitu hCE1 dan hCE2
dengan distribusi yang berbeda pada berbagai jaringan. Karboksilesterase pada
manusia tidak ditemukan di dalam serum, melainkan terdapat pada sejumlah
jaringan dalam konsentrasi yang lebih tinggi dari AChE maka CE juga diduga
merupakan metabolic scavengers untuk CPF-O dan oleh sebab itu dapat
mengurangi  toksisitas CPF-O mengingat CPF-O menghambat enzim

karboksilesterase melalui ikatan yang ireversibel.*

Butirilkolinesterase (BChE)

Butirilkolinesterase (BChE) plasma merupakan target ikatan CPF-O dan memiliki
fungsi  fisiologis yang penting. BChE atau juga dikenal sebagai
pseudocholinesterase merupakan glikoprotein yang ditemukan pada jaringan
manusia dalam jumlah yang berlimpah, disintesis di hepar dan memiliki usia sekitar

50 hari. Secara umum, BChE lebih cepat terinaktivasi dibandingkan AChE pada
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pajanan CPF karena CPF-O berikatan lebih efektif dengan BChE dibandingkan
AChE 3%

Trikloropiridinol (TCPy)

TCPy adalah metabolit utama CPF, sementara DEP dan DETP merupakan
metabolit non-spesifik. Sama halnya dengan pestisida organofosfat lainnya, bahan
aktif CPF memiliki toksisitas yang terbatas dan harus mengalami bioaktivasi
melalui reaksi desulfurisasi untuk membentuk metabolit aktif berupa CPF-O.
Klorpirifos dan CPF-O dapat mengalami proses detoksifikasi menjadi TCPy yang
lebih hidrofilik sehingga dapat diekskresikan melalui urin.?®

Paraoksonase-1

Paraoksonase-1 (PON-1) merupakan bagian dari famili paraoksonase bersama
dengan PON-2 dan PON-3. PON-1 merupakan glikoprotein yang terdiri atas 354
asam amino dengan berat molekul 43 kDa. Gen yang mengkode PON-1 pada
manusia berada di lokasi antara q21.3 dan g22.1 pada lengan panjang kromosom
7.3334 PON-1 disintesis di dalam hepar dan disekresikan ke plasma untuk berikatan
terutama dengan HDL dan sejumlah kecil dideteksi berikatan dengan very low-
density lipoprotein (VLDL) dan kilomikron. PON-1 memiliki aktivitas aterogenik
dengan melindungi HDL dan LDL dari modifikasi oksidatif dan mengatalisis
hidrolisis asam lemak teroksidasi pada lipoprotein dan arteri.®***% Dari 3 enzim
paraoksonase, hanya PON-1 yang memiliki aktivitas esterase dan berperan dalam
reaksi hidrolisis beberapa jenis pestisida organofosfat. PON-1 memperoleh
namanya karena kemampuannya dalam menghidrolisis paraokson, metabolit aktif
insektisida paration, walaupun PON-1 lebih poten dalam hidrolisis metabolit aktif
pestisida organofosfat lain seperti CPF-O dan diazokson.437

Dalam metabolisme CPF (Gambar 2.1.) terdapat 2 kelompok enzim esterase yang
berperan dalam proses detoksifikasi yaitu A-esterase yang mampu berperan dalam
hidrolisis organofosfat, sementara B-esterase adalah enzim esterase yang dihambat
oleh organofosfat. Contoh A-esterase adalah PON-1 yang mendetoksifikasi okson
dalam hal ini CPF-O yang dihasilkan dari metabolisme fase 1 CPF dalam hepar

menjadi DEP dan TCPy.® Sementara itu, BChE berperan sebagai scavenger
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dengan terikat pada organofosfat dan memberi efek proteksi dengan mencegah
toksisitas akibat inhibisi AChE.*

Aktivitas PON-1 dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti asupan nutrisi, gaya
hidup, obat-obatan, lingkungan dan pengaruh terbesar dari polimorfisme genetik
gen pengkodenya.®** Sejumlah obat diketahui meningkatkan kadar/aktivitas PON-
1, di antaranya golongan obat statin. Konsumsi alkohol dalam dosis rendah
memiliki dampak positif bagi PON-1 sekaligus memodulasi kadar HDL yang
memberikan efek proteksi terhadap penyakit kardiovaskular. Sebaliknya, konsumsi
alkohol dosis tinggi dan alkoholik kronik akan meurunkan aktivitas PON-1.%° Diet
kaya kolesterol dan asam lemak teroksidasi seperti lemak trans, asam lemak tak
jenuh ganda (polyunsaturated fatty acid — PUFA) akan menurunkan aktivitas PON-
1.4941 Konsumsi diet tinggi kolesterol dan tinggi lemak berhubungan dengan
respons inflamasi akibat peroksidasi lipid pada hepar yang menyebabkan inhibisi
pada ekspresi gen PON-1, penurunan sintesis HDL, penurunan sekresi PON-1 dan
penurunan aktivitas PON-1 pada serum.*! Sebaliknya, asam oleat dari minyak
zaitun, konsumsi antioksidan atau bahan pangan yang kaya polifenol akan
meningkatkan aktivitas PON-1. Asupan bahan yang memiliki efek antioksidan
seperti vitamin C, vitamin E, teh hijau, jus pomegranat meningkatkan aktivitas /
ekspresi PON-1 pada manusia.*® Aktivitas PON-1 pada perokok lebih rendah
dibandingkan dengan bukan perokok. Mantan perokok memiliki aktivitas dan
konsentrasi PON-1 serum yang serupa dengan bukan perokok. Bahan kimia dari
lingkungan di antaranya pajanan organofosfat dan logam berat menurunkan
aktivitas PON-1,3340

Terdapat sekitar 400 single nucleotide polymorphisms (SNPs) pada gen PON-1 dan
tidak semua SNPs berdampak bermakna pada ekspresi gen PON-1.%° Polimorfisme
yang utama pada PON-1 adalah Q192R dan L55M. SNPs Q192R berhubungan
dengan aktivitas hidrolisis enzim PON-1 sehingga dapat memengaruhi efisiensi
reaksi katalisis dalam metabolisme pestisida, sementara SNPs L55M mengubah
kadar dan stabilitas protein PON-1 pada plasma sehingga memengaruhi aktivitas

enzimatiknya. 333439
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2.2 Polimorfisme Genetik CYP2B6 dan CYP2C19

Informasi genetik yang terkandung dalam untaian Deoxyribonucleic acid (DNA)
akan menentukan karakteristik spesifik suatu organisme. Untaian DNA tersusun
atas nukleotida yang terdiri atas basa nitrogen, sebuah molekul gula pentosa, dan
sebuah molekul fosfat. Ekspresi gen merupakan sebuah proses penerjemahan
instruksi dalam DNA menjadi produk fungsional seperti protein. Perubahan dalam
ekspresi gen dapat diakibatkan oleh adanya mutasi atau variasi genetik. Mutasi
adalah perubahan pada informasi genetik yang dibawa oleh gen sementara variasi
genetik (polimorfisme) secara sederhana dapat didefinisikan sebagai perbedaan
atau variasi dalam sekuens DNA di antara 2 individu. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) merupakan jenis variasi genetik yang paling umum
ditemukan pada manusia. SNPs dapat muncul pada DNA manusia secara hormal
dalam arti tidak memiliki efek pada kesehatan atau perkembangan dengan rerata
kemunculan 1 di antara 1000 nukleotida. Variasi ini dapat muncul pada area

pengkodean (coding region) maupun pada area pengaturan (regulatory region).*?

Perbedaan respons individu terhadap xenobiotik mungkin dipengaruhi oleh adanya
polimorfisme genetik pada gen pengkode enzim yang berperan dalam metabolisme
fase 1 dan fase 2, dalam hal ini enzim yang mengatalisis reaksi oksidasi dan
konjugasi. Proses ini di satu sisi menyebabkan aktivasi xenobiotik sehingga
terbentuk produk yang lebih reaktif dari senyawa asalnya namun sebaliknya juga
dapat menyebabkan proses detoksifikasi dan memfasilitasi proses ekskresi
selanjutnya.*®* Dengan demikian, variasi genetik dapat berdampak protektif atau
sebaliknya meningkatkan kerentanan bagi subjek yang terpajan xenobiotik.%42 Gen
sitokrom P450 (CYP) berperan mengatalisis biotransformasi sejumlah xenobiotik.
Terdapat 115 gen CYP dengan 57 di antaranya adalah gen fungsional dan 12 gen
mengkode enzim yang bertanggung jawab atas > 75% oksidasi fase 1 obat-obatan

yang digunakan secara klinis dan bahan kimia lainnya.'?4344

Polimorfisme pada gen CYP dapat memengaruhi ekspresi enzimnya dalam bentuk
peningkatan atau penurunan aktivitas metabolismenya.*® Variabilitas pada gen
CYP P450 akan menghasilkan 4 fenotip berdasarkan kemampuan metabolismenya

sebagai berikut:*4°
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- Poor metabolizer: membawa 2 alel varian tanpa aktivitas fungsional (loss
of funtion)

- Intermediate metabolizer: membawa 1 alel varian dengan defisiensi fungsi
yang menyebabkan penurunan aktifitas fungsional enzim

- Extensive metabolizer: dianggap sebagai fenotip yang normal, membawa 2
alel dengan aktifitas fungsional yang normal (wild-type)

- Ultrarapid metabolizer: memiliki kemampuan fungsional yang lebih tinggi

Di antara sejumlah gen CYP, CYP2B6 dan CYP2C19 pada Gambar 2.2. merupakan
gen yang sangat polimorfik dan memiliki efek fungsional yang penting dalam
metabolisme sejumlah obat dan bahan kimia termasuk pestisida.l%*® Enzim
CYP2B6 adalah polipeptida yang terdiri dari 491 asam amino, merupakan satu dari
sekian banyak enzim CYP pada manusia yang berperan utama dalam
biotransformasi obat dan bahan xenobiotik lainnya. Gen CYP2B6 terletak dalam
kluster gen CYP2 pada kromosom 19 (19913.2) terdiri dari 9 ekson dan 8 intron.
Hingga saat ini telah dapat diidentifikasi 38 variasi alel CYP2B6.% Gen CYP2C19
yang terdiri atas 9 ekson dan 8 intron terletak pada kromosom 10 (10g23.33). Enzim
CYP2C19 tersusun atas 490 asam amino dan berperan dalam metabolisme berbagai
bahan xenobiotik dan ditemukan terutama pada retikulum endoplasma di sel hepar.
Enzim ini berperan penting dalam metabolisme sedikitnya 10% obat-obatan yang

diresepkan.

Dalam proses metabolisme pajanan CPF, CYP2B6 dan CYP2C19 merupakan CYP
yang paling aktif terlibat. CYP2B6 berperan dalam reaksi desulfurisasi (aktivasi)
CPF sementara CYP2C19 pada reaksi dearilasi (detoksifikasi).*” Oleh karena itu
individu dengan ekspresi CYP2B6 yang tinggi dan CYP2C19 yang rendah lebih
rentan mengalami dampak pajanan dan selanjutnya peningkatan atau penurunan
ekspresi maupun aktivitas keduanya akan memengaruhi aktivitas enzim
asetilkolinesterase (AChE)/ butirilkolinesterase (BUChE).* Varian CYP2B6 *6/*6,
CYP2C19 *2/*2, *2/*3, *3/*3 merupakan kelompok poor metabolizer, sedangkan
CYP2B6 *1/*6, CYP2C19 *1/*2, *1/*3 adalah intermediate metabolizer.
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Gambar 2.2. Gen CYP2B6 (Atas) dan Gen CYP2C19 (Bawah)*

Variasi genetik yang penting pada CYP2B6 adalah CYP2B6*6 sebagai kehadiran
2 polimorfisme 785A>G dan 516G>T secara bersamaan,*® sementara itu varian *2
dan *3 merupakan variasi genetik yang relevan secara klinis pada CYP2C19.%3
Frekuensi wild-type gen CYP2B6 pada populasi di Asia Timur dan Asia Selatan
berturut-turut adalah 75,5% dan 45%, sementara untuk CYP2C19 adalah 60,5%
dan 51,9%.? Efek fungsional sejumlah varian CYP2B6 dan CYP2C19 disajikan
pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Efek Fungsional Varian CYP2B6 dan CYP2C19!250

Alel CYP Kode rs Varian (Efek protein) Efek Fungsional
2B6  *9 rs3745274 Missense (Q172H)
*6 rs2279343, rs3745274 Missense (K262R, Q172H) Aktivitas menurun
*2 rs8192709 Missense (R22C)
*5 rs3211371 Missense (R487C) Aktivitas menurun
*16  rs2279343, rs28399499 Missense (1328T) Aktivitas menurun
*18 rs28399499 Missense (1328T) Aktivitas menurun
*22 rs34223104 Regulatory Aktivitas meningkat
*4 rs2279343 Missense (K262R) Aktivitas meningkat
2C19 *2 rs4244285 Splicing defect Inaktif
*3 rs4986893 Stop-gain (W212X) Inaktif
*17 rs12248560 Regulatory Aktivitas meningkat
*27 rs7902257 Regulatory Aktivitas menurun
*15 rs17882687 Missense (119L)
*13 rs17879685 Missense (R410C)
*9 rs17884712 Missense (R144H)
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CYP2B6*9 dan *6 adalah variasi terbesar pada populasi di Asia Selatan dengan
frekuensi mencapai 71%, sementara pada populasi di Asia Timur variasi terbesar
adalah CYP2B6*9 dengan frekuensi 65,5% dan *2 (18,3%).'? Walaupun lokus
CYP2B6 sangat bervariasi, namun variasi alel yang menimbulkan konsekuensi
fungsional relatif kecil. CYP2B6*6 memiliki kemiripan dalam aktivitas kinetik
dengan CYP2B6*1 namun diekspresikan pada kadar lebih rendah sehingga
kemampuan CYP2B6*6 dalam mengaktivasi pembentukan CPF-O secara
bermakna lebih rendah dibandingkan dengan wild type. Hal ini terjadi karena
aberrant splicing pada varian *6 menyebabkan hilangnya ekson 4-6, menghasilkan
mRNA fungsional dengan jumlah dan fungsi yang sangat berkurang dengan
konsekuensi ekspresi enzim yang rendah.>* Keadaan ini berpotensi menurunkan

kerentanan terhadap pajanan CPF.1°

Frekuensi alel wild-type CYP2C19 adalah sebesar 60,5%. Variasi alel terbanyak
pada CYP2C19 di populasi Asia adalah *2 dengan frekuensi variasi di atas 70%,
diikuti olenh *17, dan *3. Variasi tipe *2 dan *3 adalah null-allele dengan
konsekuensi hilangnya aktivitas enzim fungsional, sebaliknya *17 meningkatkan
aktivitas metabolismenya.'? CYP2C19*2 merupakan hasil transisi G>A pada posisi
681 di ekson 5 yang menyebabkan splicing defect pada pre-RNA yang
memengaruhi asam amino proline di posisi 227. Sementara CYP2C19*3 berupa
transisi G>A pada posisi 636 di ekson 4 merupakan point mutation yang penting
karena menggantikan kodon triptofan TGG dengan TGA. Kedua varian
menghasilkan premature stop codon dan tentu saja merupakan non-functional
protein.*>5? Enzim CYP2C19 pada manusia adalah enzim P450 yang terlibat dalam
detoksifikasi CPF menjadi TCPy. CYP2C19 juga terlibat dalam metabolisme
pestisida OP lainnya dan pestisida piretroid selain CPF. Perlu diketahui walaupun
CYP2B6 sangat memengaruhi proses bioaktivasi CPF dan sisi lain CYP2C19 pada
proses detoksifikasi, namun pada dasarnya semua CYP yang mengatalisis
biotransformasi CPF berperan dalam kedua reaksi bioaktivasi dan detoksifikasi
pada tingkat tertentu. Frekuensi alel minor dan genotip varian CYP2B6 dan 2C19
pada berbagai populasi di Asia, Afrika dan Eropa disajikan pada Tabel 2.2. dan
2.3'53—61
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2.3 Dosis Pajanan Kumulatif

Pajanan CPF pada petani dapat terjadi akibat akitivitas pekerjaannya (pajanan
okupasi) maupun kegiatan yang tidak berhubungan dengan pekerjaannya (non-
okupasi). Sejumlah aktivitas pekerjaan petani sangat berpotensi untuk terpajan
dengan CPF di antaranya adalah saat mempersiapkan, mencampur,
mengaplikasikan, membersihkan atau memperbaiki peralatan penyemprotan,
menangani percikan atau tumpahan, serta masuk ke area pertanian yang baru
disemprot. Sementara pajanan non-okupasi dapat berasal dari perilaku higiene
individu yang buruk seperti tidak mencuci tangan, tidak mengganti pakaian setelah
melakukan aktivitas menggunakan pestisida (terpajan pestisida), tidak
menggunakan alat pelindung diri (APD) yang adekuat, tidak menggunakan APD
dengan benar, maupun melalui konsumsi pangan dan air yang mengandung residu
pestisida. Petani juga dapat terpajan pestisida saat menyimpan produk pertanian
yang telah diberi pestisida di dalam tempat tinggalnya. Dengan demikian
terpenuhilah 3 kemungkinan jalur masuk pajanan pestisida pada manusia yaitu

melalui kontak kulit, inhalasi, dan ingesti.?’

Potensi dampak kesehatan akibat pajanan pestisida telah diketahui, oleh karena itu
penentuan besarnya dosis pajanan yang dialami pekerja selama kegiatan bekerja
sangat penting untuk dilakukan. Namun, asesmen risiko pajanan pestisida pada
pekerja sektor informal seperti petani di pedesaan memiliki tingkat kesulitan
tersendiri disebabkan beberapa hal di antaranya bahwa lingkungan kerja mungkin
berada dekat dengan tempat tinggalnya, kemungkinan pajanan non-okupasi lain
yang telah dituliskan di atas, serta terpajan dengan multiple pesticide exposure,
menggunakan lebih dari 1 jenis pestisida pada saat yang sama dengan cara
mencampur beberapa jenis pestisida dalam 1 wadah.

Menilai besarnya pajanan pestisida baik tunggal maupun ganda dalam sebuah
pekerjaan adalah masalah yang sangat menantang dalam studi epidemiologis
mengenai dampak kesehatan kronik bahan-bahan ini. Sejumlah strategi telah
digunakan untuk mengatasi kesulitan tersebut di antaranya melalui pengembangan
matriks pajanan kerja (Job Exposure Matrix) maupun sistem skoring yang
sayangnya hingga saat ini belum tersedia alat yang dapat menjawab kebutuhan

tersebut.®> Dalam asesmen risiko pajanan pestisida, besarnya risiko yang
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ditimbulkan dari pajanan pestisida ditentukan oleh sejumlah faktor di antaranya
tingkat toksisitas, jumlah dan cara pemajanan, durasi pajanan dan lama terpajan.
Dosis pajanan kumulatif untuk setiap pestisida dihitung berdasarkan persamaan

dalam Agricultural Health Study di bawah ini:%

CD=ILxDxF

CD = Cummulative dose

IL (Daily exposure intensity level) = dosis pajanan harian

D (Durasi) = jumlah tahun bekerja melakukan aktivitas pengaplikasian pestisida

F (Frekuensi) = jumlah hari kerja per tahun untuk melakukan aktivitas pengaplikasian pestisida

Dosis pajanan harian (daily exposure intensity level) pestisida dinilai dengan
memperhitungkan variabel-variabel berikut ini:

e Kegiatan mencampur pestisida (mix)

e Metode dalam mencampur pestisida (enclosed)

e Metode pengaplikasian pestisida (appl)

e Penggunaan kendaraan tertutup (cab)

e Melakukan perbaikan peralatan penyemprotan (repair)
e Melakukan pencucian peralatan penyemprotan (wash)
e Penggunaan alat pelindung diri (PPE)

e Penggantian sarung tangan (repl)

e Higiene individu (hyg)

e Penanganan tumpahan / percikan pestisida (spill)

Pada pengamatan dan wawancara menggunakan form di lampiran 13 didapatkan
informasi mengenai variabel-variabel di atas dan kemudian diberikan skor sesuai
dengan form penilaian pajanan harian pada lampiran 14. Keseluruhan skor tersebut
kemudian dihitung dalam persamaan di bawah ini untuk memperoleh nilai dosis
pajanan harian.

IL = [(Mix * Enclosed) + (Appl * Cab) + Repair + Wash] * PPE * Repl * Hyg * Spill
Asumsi yang dipergunakan adalah bahwa untuk setiap musim tanam tertentu

(particular period) aktivitas pekerjaan yang dilakukan, pestisida yang digunakan,

cara kerja, dan peralatan kerjanya serupa. Dengan demikian, hasil penilaian saat ini
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akan memberikan gambaran besarnya pajanan dalam setiap periode dan dapat

diakumulasikan menjadi pajanan kumulatif.

Bila dalam identifikasi diperoleh informasi bahwa pestisida yang digunakan lebih
dari 1 macam, maka untuk setiap jenis pestisida yang digunakan akan dilakukan
penilaian yang terpisah dalam rangka memperoleh gambaran pajanan multipel yang
lebih menyeluruh. Termasuk di dalamnya adalah jenis pestisida yang tidak digunakan

melalui penyemprotan misalnya fungisida untuk menjaga hasil panen dari jamur.

2.4 Kelenjar Tiroid

2.4.1 Anatomi & Fungsi Fisiologis Tiroid

Kelenjar tiroid adalah kelenjar endokrin yang terletak di leher bagian depan bawah
dan terdiri atas 2 bagian lobus yaitu lobus kanan dan lobus kiri yang dihubungkan
oleh istmus pada garis tengahnya. Pada setiap lobusnya tertanam kelenjar paratiroid.
Di bawah mikroskop, jaringan tiroid terlihat sebagai susunan folikel berbentuk bulat,
setiap folikel terdiri dari 1 lapis sel folikel yang mengelilingi lumen berisi koloid,
terutama merupakan tiroglobulin. Sel folikel adalah sel epitel berbentuk gepeng,
kubus, atau kolumnar. Bentuk dan ukuran sel itu dipengaruhi oleh aktivitas kelenjar
tiroid, dalam keadaan inaktif akan berbentuk gepeng, sebaliknya akan berbentuk
kubus atau kolumnar pada keadaan aktif. Koloid inilah yang menjadi pusat produksi

hormon tiroid dan sangat tergantung dengan ketersediaan yodium.®*

Hormon tiroid sangat penting bagi manusia karena pada dasarnya hormon ini
diperlukan dalam berbagai proses metabolisme manusia di antaranya laju
metabolisme, respirasi selular hingga penggunaan energi serta memiliki peran vital
dalam proses tumbuh kembang janin dan anak. Pada sistem kardiovaskular hormon
tiroid berperan dalam memengaruhi curah jantung melalui peningkatan
kontraktilitas miokard dan denyut jantung. Hormon tiroid juga berfungsi
merangsang konsumsi oksigen pada sebagian besar organ tubuh, serta dalam
regulasi metabolisme lemak dan karbohidrat. Ibu yang mengalami hipotiroid
selama kehamilan dapat menyebabkan terjadinya gangguan perkembangan

neuropsikologis pada janin.®
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2.4.2 Sintesis Hormon Tiroid

Kelenjar tiroid menghasilkan hormon tiroid yaitu tiroksin (T4) dan triiodotironin (T3)
yang berasal dari sintesis yodium dan tirosin dalam sel folikular tiroid melalui
mekanisme umpan balik yang melibatkan Thyroid Stimulating Hormone (TSH).
Sekresi TSH dikendalikan oleh thyrotropin-releasing hormone (TRH) yang disekresi
oleh neuron hipotalamus ke dalam sawar darah hipotalamus-hipofisis. Agar dapat
berfungsi melakukan pengaturan fungsi sekresi TSH, TRH harus menemukan reseptor
yang sesuai pada tirotrop di hipofisis anterior sehingga dapat berfungsi menstimulasi
sekresi TSH atau sebaliknya. Bila kadar hormon tiroid dalam darah tinggi, maka terjadi
mekanisme umpan balik yang mengakibatkan penurunan kadar TSH.%

Thyroid-stimulating hormone (TSH) merupakan glikoprotein yang dihasilkan oleh
sel tirotrop di hipofisis anterior yang berperan utama dalam regulasi hormon tiroid.
TSH terdiri atas 2 subunit yaitu alfa yang dapat ditemukan pada hormon TSH,
luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone (FSH) maupun chorionic
gonadotropin (CG), serta subunit beta yang unik dan spesifik.5” Hormon TSH
berikatan dengan reseptor pada permukaan sel folikular tiroid dan menstimulasi
peningkatan ambilan yodida ke dalam sel tiroid, yodinasi residu tirosil pada
tiroglobulin oleh tiroperoksidase, sintesis dan oksidasi tiroglobulin, ambilan

tiroglobulin dari koloid, dan produksi T4 dan T3.

Hormon tiroid diproduksi di folikel tiroid dan dibentuk dari asam amino tirosin yang
berikatan kovalen dengan iodin menghasilkan 2 hormon tiroid utama yaitu tiroksin
(T4) dan triiodotironin (T3). Tahapan biosintesis tiroid ditampilkan dalam Gambar
2.3. dan dimulai dengan TSH yang berikatan dengan reseptor TSH untuk
menginduksi transport aktif yodida dari sirkulasi ke dalam sel folikular tiroid melalui
Natrium/lodide symporter (NIS) di membran basalis. Melalui proses yang difasilitasi
oleh pendrin, yodida selanjutnya memasuki ruang koloidal (colloid space) untuk
mengalami oksidasi menjadi yodium dengan bantuan enzim tiroid peroksidase
(TPO). Pada saat yang bersamaan, tiroglobulin yang merupakan sebuah protein
tempat pembentukan dan penyimpanan hormon tiroid, disintesis dan kemudian
melalui proses eksositosis disekresikan dari retikulum endoplasma di folikel ke dalam
ruang koloidal. TSH menstimulasi proses organifikasi yodium dengan gugus tirosin

pada tiroglobulin di dalam ruang koloidal yang menghasilkan monoiodotirosin (MIT)
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dan diiodotirosin (DIT). Residu tirosin yang dihasilkan akan dipasangkan (coupling)
membentuk hormon tiroid T4 dan T3 dengan dikatalisis oleh TPO. Dengan stimulasi
TSH, tiroglobulin yang teryodinasi kemudian diserap dari ruang koloidal masuk ke
dalam folikel melalui proses endositosis. Koloid yang menyatu dengan lisosom
primer dan tiroglobulin kemudian mengalami proteolisis untuk melepaskan hormon

T4 dan T3 yang siap disekresi ke sirkulasi.®®%°

Trapping: TSH increases the activity of a Na/I cotransporter (NIS)
on the basolateral membrane of the thyroid follicular cell. The result
is increased iodine trapping: the ratio of iodine in thyroid tissue to
blood plasma (the so-called thyroid /serum or T/S ratio) increases
under conditions of high TSH.
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Gambar 2.3. Sintesis Hormon Tiroid®

(1) Aktivitas NIS meningkat untuk menangkap yodium dari sirkulasi (trapping); (2) TG dan yodida
memasuki lumen folikel; (3) yodinasi TG di lumen folikel; (4) konjugasi residu tirosin menjadi T4
dan T3 pada TG; (5) endositosis TG ke dalam folikel; (6) proteolisis TG menghasilkan T4 dan T3;
(7) sekresi T4 dan T3; (8) TSH menstimulasi hiperplasi pada kelenjar tiroid.

Hormon tiroid berfungsi melalui ikatan dengan sejumlah reseptor yaitu TRal, TR,
TRP2. Reseptornya berada di sel epitelial tiroid dan menstimulasi kelenjar tersebut
untuk melepaskan hormon tiroid.”® Kelenjar tiroid berisi sejumlah besar T4 dan T3

yang tergabung dalam tiroglobulin dan dengan cara ini, T4 dan T3 dapat disekresi lebih
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cepat saat dibutuhkan. Sebagian besar hormon tiroid yang disekresi kelenjar tiroid
adalah T4 yang merupakan prekursor (prohormon) dan T3 yang juga dibentuk di
jaringan perifer melalui deyodinasi T4.6%" T4 umumnya terdapat dalam bentuk terikat
dengan protein di dalam darah, sementara sisanya dalam jumlah yang sangat kecil
berada dalam bentuk bebas tidak terikat dengan protein yang disebut sebagai free T4
(FT4). Sekitar 75% T4 terikat pada thyroxine-binding globulin (TBG), 15% terikat
pada transthyretin (TTR) dan selebihnya terikat albumin.”

Sejumlah besar T3 (sekitar 80%) dihasilkan dari proses deiodinasi T4 di jaringan
perifer, terutama hati dan ginjal. Enzim deiodotironin deiodinase tipe 1 dan 2 (D1 &
D2) mengubah T4 menjadi T3 dengan mengatalisis pelepasan yodium. Di sisi lain
proses ini juga dapat menghasilkan reverse T3 (rT3) yang tidak aktif secara biologis
dengan dikatalisis oleh enzim D3.7? Afinitas T3 terhadap reseptor tiroid lebih besar
dibandingkan dengan T4, oleh karenanya T3 juga merupakan bentuk hormon tiroid
yang aktif. Reseptor hormon tiroid ditemukan dalam jumlah yang cukup banyak pada

hampir semua jaringan, terutama pada organ hati, jantung, dan otak.”

2.4.3 Hipotiroid

Hipotiroid adalah suatu kondisi produksi rendah hormon tiroid dan merupakan
kelainan tiroid yang paling umum. Kondisi tersebut diketahui dengan melakukan
pemeriksaan laboratorium di antaranya kadar thyroid-stimulating hormone (TSH)
dan tiroksin bebas (FT4). TSH adalah hormon yang berfungsi merangsang kelenjar
tiroid untuk memproduksi hormon tiroksin (T4) dan triiodotironin (T3) dan oleh
karenanya TSH merupakan penanda utama fungsi tiroid. Pemeriksaan FT4
mengukur jumlah hormon tiroid yang tidak terikat, sementara pemeriksaan T4 total
(TT4) mengukur keseluruhan T4 yang terikat dan yang tidak terikat. Pemeriksaan
FT4 lebih bermanfaat dalam menegakkan diagnosis gangguan tiroid dibandingkan
dengan TT4 karena FT4 mencerminkan hormon yang aktif dan dapat masuk ke

dalam jaringan saat dibutuhkan.

Hipotiroid dapat dikategorikan menjadi hipotiroid overt dan hipotiroid subklinis
(SH) berdasarkan nilai parameter pemeriksaan kadar (TSH) dan T4 bebas (FT4).”
Hipotiroid overt adalah kondisi hipotiroid yang ditandai dengan peningkatan kadar

TSH serum bersama dengan kadar FT4 serum yang rendah. Hipotiroid subklinis
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atau hipotiroid ringan atau hipotiroid preklinis ditandai dengan peningkatan kadar

TSH serum dan kadar FT4 normal. Hipotiroid subklinis dikategorikan berdasarkan

peningkatan TSH serum menjadi peningkatan TSH ringan (4,0-10,0 mU/L) dan

peningkatan berat (> 10 mU/L).”>" Peningkatan kadar TSH serum hampir selalu

menggambarkan kondisi berkurangnya suplai T4 atau T3. Prevalensi hipotiroid

bervariasi dari beberapa studi mulai dari 0,3% hingga 5% di Eropa,” 3% dan 9%

pada populasi wanita hamil di India’®, berturut-turut untuk hipotiroid overt dan SH.

Kondisi yang dapat menyebabkan gangguan di tiroid:

Tiroiditis autoimun merupakan penyebab tersering kejadian hipotiroid. Kondisi
ini merupakan peradangan kronik yang mengarah pada kerusakan kelenjar tiroid
secara bertahap dan progresif, sehingga menyebabkan kelenjar tiroid tidak
mampu menyintesis hormon tiroid yang cukup untuk memenuhi kebutuhan
jaringan perifer.”” Antibodi TPO ditemukan pada sekitar 90% penderita penyakit
tiroid autoimun. Keberadaan antibodi TPO dapat menimbulkan kerusakan tiroid
melalui mekanisme efek sitotoksik dan berperan sebagai inhibitor kompetitif
aktivitas enzimatik TPO khususnya dalam sintesis hormon tiroid.”

Defisiensi yodium yang berat dapat menyebabkan hipotiroidisme karena yodium
merupakan substrat vital untuk sintesis hormon tiroid. Tanpanya, sintesis tidak
akan berjalan.

Kelenjar tiroid akan mengalami sejumlah perubahan anatomis seiring dengan
bertambahnya usia. Pada penuaan, kelenjar tiroid akan mengalami penurunan
ukuran kelenjar, produksi hormon, aktivitas enzim deiodinase 1 disertai
peningkatan metabolisme hormon di hati.’®

Pada kondisi kehamilan mungkin ditemukan sejumlah perubahan fisiologis pada
fungsi tiroid di antaranya kadar TT4, TT3 yang meningkat pada trimester pertama
kehamilan, pembesaran tiroid diikuti dengan peningkatan tiroglobulin, serta dapat
terjadi peningkatan ekskresi yodium sehingga produksi hormon tiroid menurun.®
Tiosianat (SCN’) dan perklorat (ClO4") merupakan inhibitor kompetitif ion
yodida pada tiroid. Tiosianat yang juga dapat ditemukan pada asap rokok
merupakan inhibitor yang poten dalam proses ambilan yodida serta juga

berperan sebagai substrat kompetitif pada enzim TPO. Hambatan pada proses
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trapping yodida menimbulkan efek yang serupa dengan defisiensi yodium
mengingat bahwa yodium merupakan bahan dasar proses sintesis tiroid.5

e Sejumlah bahan kimia di antaranya sulfonamid, propiltiourasil, metimazol,
isoflavon berperan dalam menghambat enzim tiroperoksidase yang diperlukan
dalam proses organifikasi hormon tiroid. Hambatan pada produksi enzim TPO
juga disebabkan oleh sejumlah pajanan di antaranya fungisida seperti mancozeb
dan etilentiourea, herbisida amitrole, serta benzophenone.®!

e Asetaklor dan Polychlorinated biphenyls (PCBs) diduga menginduksi enzim
uridin difosfat glukuroniltransferase (UDPGT) di hepar sehingga meningkatkan
metabolisme T3 dan T4 serta menurunkan kadar hormon di sirkulasi.®! PCBs
bersama dengan Bisphenol-A (BPA) juga merupakan bahan dengan dampak
langsung di reseptor hormon tiroid. Struktur PCBs menyerupai hormon tiroid

sehingga diduga akan berikatan dan berinteraksi dengan reseptor tiroid.82

2.5 Hubungan Pajanan CPF, Polimorfisme Genetik, PON-1, Tiroglobulin dan
Hormon Tiroid

Dalam sebuah penelitian eksperimental untuk mengetahui tingkat aktivitas enzim
CYP pada pajanan CPF dengan menggunakan spesimen human liver microsome
diketahui bahwa CYP2B6 dan CYP2C19 merupakan CYP yang teraktif dalam
metabolisme CPF. CYP2B6 dan CYP2C19 berturut-turut menghasilkan CPF-O dan
TCPy yang lebih tinggi dibandingkan dengan CYP lain seperti CYP3A4, CYP2C9,
CYP2C8.*" Penelitian eksperimental serupa memperoleh hasil bahwa kadar protein
CYP2B6 pada spesimen varian CYP2B6*6 secara bermakna lebih rendah daripada
spesimen CYP2B6*1 yang merupakan wild type. CYP2B6*6 juga memiliki tingkat
pembentukan CPF-O yang lebih rendah, hanya sekitar 35% dibandingkan dengan
CYP2B6*1.10

Pajanan pestisida secara kumulatif maupun non-kumulatif dapat memengaruhi
kadar hormon tiroid terutama pada pria.'® Didapatkan hubungan antara kadar TCPy
urin dengan kadar TSH dan FT4 pada pria yang terpajan dengan insektisida.
Peningkatan kadar TCPy berbanding lurus dengan peningkatan TSH dan penurunan
FT4.8 Pajanan pestisida organofosfat yang ditandai dengan kadar dialkilfosfat
berhubungan dengan peningkatan TSH dan penurunan T3 pada pekerja
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floriculture.34 Pajanan pestisida gabungan pada petani kedelai berhubungan dengan
peningkatan TSH dan penurunan kadar FT4 serum.%

Aktivitas PON-1 berperan dalam mendetoksifikasi okson dalam hal ini CPF-O yang
dihasilkan dari metabolisme fase 1 CPF dalam hepar menjadi DEP dan TCPy.®
Tingkat aktivitas PON-1 ditentukan oleh sejumlah faktor di antaranya polimorfisme
dengan polimorfisme yang utama pada PON-1 adalah Q192R dan L55M yang
berhubungan dengan aktivitas hidrolisis enzim PON-1 sehingga dapat
memengaruhi efisiensi reaksi katalisis dalam metabolisme pestisida atau mengubah
kadar dan stabilitas protein PON-1 pada plasma sehingga memengaruhi aktivitas

enzimatiknya, 33343986

Tiroglobulin berperan sebagai perancah sekaligus tempat penyimpanan bagi
hormon tiroid.2” Tiroglobulin (TG) dilepaskan dari sel-sel folikel tiroid dalam
jumlah yang sebanding dengan sintesis dan pelepasan hormon T4 dan T3, serta
peningkatan ukuran kelenjar. Rentang referensi pada subjek dengan kelenjar tiroid
utuh dan kadar TSH normal adalah sekitar 3 hingga 40 ng/mL."’ Tiroglobulin yang
terdeteksi dalam plasma berperan sebagai penanda keberadaan jaringan tiroid yang
aktif. Konsentrasi TG ditentukan oleh massa tiroid, stimulasi TSH dan manipulasi
tiroid di antaranya pembedahan, aspirasi jarum halus (FNA), atau cedera tiroid.
Pada gangguan tiroid seperti goiter dan hiperfungsi tiroid, peradangan atau cedera
fisik pada tiroid, serta tumor tiroid akan didapatkan peningkatan kadar TG dan
sebaliknya ketiadaan sebagian atau keseluruhan jaringan tiroid akibat pembedahan
akan menyebabkan menurun atau tidak terdeteksinya TG.”® Saat ini pemanfaatan
pengukuran serum TG adalah sebagai penanda tumor pada pasien dengan kanker
tiroid terdiferensiasi yang telah menjalani tiroidektomi.®’

Pajanan pestisida selama bekerja didapatkan dari beberapa aktivitas saja di
antaranya dalam kegiatan mencampur pestisida sebelum digunakan, pemindahan
pestisida, pengaplikasian pestisida, dan dalam kegiatan membersihkan peralatan
yang digunakan. Pekerja juga dapat terpajan melalui kegiatan memotong ranting
maupun saat memanipulasi tanaman yang mungkin saja masih terkontaminasi
dengan pestisida.®® Kadar TSH pada penyemprot pestisida yang terpajan dengan
organofosfat atau organoklorin secara bermakna lebih tinggi dibandingkan dengan
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kelompok yang tidak terpajan, sebaliknya kadar T3 dan T4 pada kelompok terpajan
lebih rendah dibandingkan kelompok tidak terpajan.®® Riwayat penggunaan
pestisida organoklorin, organofosfat, dan herbisida berhubungan dengan
peningkatan risiko hipotiroid pada petani yang terpajan dengan pestisida selama
bekerja.” Tikus yang terpajan dengan CPF dosis rendah menunjukkan penurunan
kadar T4 serum dan perubahan pada ukuran sel folikular tiroid.* Penurunan kadar
hormon T4 pada tikus juga didapatkan dengan pajanan CPF-metil.'® Pajanan CPF-
metil menyebabkan penurunan kadar T4 dan kerusakan histologis jaringan tiroid
berupa vakuolisasi atau nekrosis sel epitelial folikular tiroid.*>® Hasil serupa
didapatkan pada tikus albino yang diberikan pajanan CPF, diperoleh berupa bukti
kerusakan jaringan tiroid berupa penurunan ukuran folikel, penurunan jumlah
koloid dan degenerasi folikel bersama dengan peningkatan kadar TSH dan
penurunan T4.%° Hasilnya menunjukkan kerusakan jaringan tiroid yang
mengganggu sintesis hormon tiroid. Kadar TCPy urin memiliki asosiasi negatif
dengan TT4 dan kadar tiroglobulin. Hal ini menunjukkan bahwa pajanan CPF

diduga memiliki kemampuan untuk menyebabkan gangguan pada tiroid.%

2.6 Lokasi Penelitian

Penelitian dilakukan di sentra pertanian bawang putih dan sayur di Jawa Tengah
yang terletak pada dataran tinggi. Dusun Pancot, Kecamatan Tawangmangu,
Kabupaten Karang Anyar Jawa Tengah dan Desa Adipuro, Kecamatan Kaliangkrik,
Kabupaten Magelang, Jawa Tengah merupakan sentra pertanian bawang putih dan
sayur di Jawa Tengah dengan cukup banyak petani yang aktif bercocok tanam dan
bergabung dalam kelompok tani sehingga oleh karenanya dipilih untuk menjadi

lokasi penelitian. Di bawabh ini adalah gambaran dari dari lokasi tersebut.

2.6.1 Dusun Pancot

Gambar 2.4. menunjukkan Dusun Pancot yang terletak di Kelurahan Kalisoro,
Kecamatan Tawangmangu, Kabupaten Karanganyar, Jawa Tengah. Kelurahan
Kalisoro merupakan 1 dari 3 kelurahan yang berada di Kecamatan Tawangmangu
yang berlokasi di lereng gunung Lawu dengan rerata ketinggian 1212 meter di atas
permukaan laut. Kelurahan Kalisoro memiliki luas wilayah 10,52 Km? dan

berbatasan di sebelah utara dengan Desa Tengklik, sebelah timur dengan Kelurahan
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Blumbang, Kecamatan Jatiyoso di sebelah selatan dan Kelurahan Tawangmangu di
sebelah barat.
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Gambar 2.4. Peta Lokasi Kalisoro di Kecamatan Tawangmangu®?

Jumlah penduduk Kalisoro sebanyak 4227 orang terdiri atas 2060 orang laki-laki
dan 2167 orang perempuan. Walaupun tingkat pendidikan penduduknya
kebanyakan adalah lulusan SD, namun sudah cukup banyak penduduknya yang
berpendidikan setingkat SLTA atau lebih tinggi. Mata pencaharian utama adalah
pedagang sebanyak 1995 orang dan 1054 orang sebagai petani. Hasil pertanian di
Kalisoro terdiri atas beberapa komoditas, yang utama berasal dari Dusun Pancot
adalah bawang putih, dan sejumlah komoditas lain seperti bawang daun, wortel,

dan cabai.

2.6.2 Desa Adipuro

Desa Adipuro pada Gambar 2.5. merupakan salah satu dari 20 desa yang berada di
wilayah Kecamatan Kaliangkrik, Kabupaten Magelang yang dipimpin oleh seorang
Kepala Desa. Berlokasi di lereng Gunung Sumbing dengan rerata ketinggian 1339
meter di atas permukaan laut, Adipuro memiliki luas wilayah 2,95 Km2 dan
memiliki batas wilayah di sebelah utara, timur, selatan dan barat berturut-turut
dengan tanah Perhutani, Desa Munggangsari, Desa Kaliangkrik serta Desa
Temanggung.
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Gambar 2.5. Peta Lokasi Adipuro di Kecamatan Kaliangkrik®

Desa Adipuro terdiri dari 2 dusun yaitu Dusun Prampelan | dan Dusun Prampelan |1
dengan jumlah penduduk pada tahun 2019 sebanyak 3114 orang terdidi atas 1495
perempuan dan 1619 laki-laki dari 932 keluarga (KK). Mayoritas penduduk
berpendidikan setingkat SD sementara di sisi lain hanya sedikit yang tamat SLTA
atau lebih tinggi. Sebagian besar penduduk bermata pencaharian sebagai petani yaitu
sebanyak 1349 orang dengan komoditas pertanian utama bawang putih, bawang
merah, bawang daun, tembakau, kol, cabai, dan brokoli.

2.7 Profil Petani Bawang

Indonesia memiliki sejumlah besar wilayah dengan lahan yang digunakan untuk
pertanian. Pertanian bawang di Indonesia tersebar di sejumlah daerah baik di Jawa,
Sumatera, Nusa Tenggara dan Sulawesi. Pada umumnya pertanian bawang putih
dan sayuran berada di daerah dengan ketinggian di atas 600 meter di atas
permukaan laut. Siklus tanam pada tanaman bawang adalah 90-120 hari dengan
rentang waktu tanam terbaik pada bulan Mei-Juli, tergantung pada varietas bawang

putih yang ditanam dan kecukupan pasokan air untuk mengairi lahan. Pada
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umumnya petani bawang hanya menanam bawang 1 kali dalam 1 tahun dan

merotasinya dengan tanaman lain untuk mengembalikan kesuburan tanahnya.

Kebanyakan petani merupakan pekerja penuh waktu dalam bidang pertanian.
Mereka memperoleh ketrampilannya secara turun temurun dan dewasa ini mereka
kerap memperoleh pendampingan cara bercocok tanam dengan efektif melalui
pengetahuan yang dibagikan oleh kelompok-kelompok tani setempat. Oleh
karenanya, kemiripan dalam tata kelola lahan, penggunaan benih, pemilihan pupuk
serta penggunaan pestisida kimia dapat dengan mudah dijumpai antara satu petani

dengan petani lainnya dalam satu kelompok tani atau gabungan kelompok tani.

Berdasarkan panduan budidaya bawang putih yang dirilis oleh Kementerian
Pertanian Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian Jatim,®* aktivitas usaha

tani yang dilakukan oleh petani bawang putih adalah sebagai berikut:

1. Perbenihan

Memilih benih yang akan ditanam, varietas disesuaikan dengan lokasi penanaman,
agroklimat daerah tersebut. Untuk dapat digunakan sebagai benih, umbi bawang
putih harus memperoleh perlakuan selama sekitar 4 bulan setelah masa panen.
Setelah masa tunggu tersebut, umbi bawang putih harus dipisahkan dengan
siungnya karena siung inilah yang akan digunakan sebagai benih bawang putih.
Siung yang telah dipisahkan dari umbi direndam dengan fungisida sesuai dosis yang

dianjurkan untuk mencegah serangan patogen jamur fusarium.

2. Persiapan lahan

Sebelum penanaman, lahan yang akan digunakan harus diolah terlebih dahulu.
Tanah tersebut dicangkul dan diolah dengan diberi campuran pupuk kandang dan
pupuk kompos. Tanah yang asam harus dinetralkan terlebih dahulu. Derajat
keasaman tanah (pH) yang paling disukai adalah 6,5-7,5.

3. Penanaman

Waktu yang paling tepat untuk penanaman bawang putih adalah bulan Mei sampai
dengan Juli. Bawang putih dapat tumbuh dengan baik pada lingkungan yang memiliki
suhu harian antara 15-20 °C, curah hujan antara 100-200 mm/bulan, intensitas matahari
yang cukup serta kelembapan udara antara 60-80%. Jarak tanam yang umum digunakan

adalah sekitar 15 x 10 cm untuk setiap siung. Pada setiap lubang berkedalaman tertentu,
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2-3 cm untuk siung kecil dan 5-7 cm untuk siung besar, ditanam 1 bibit dengan 2/3
bagian siung terbenam ke tanah pada posisi tegak lurus.

4. Pemeliharaan

Kegiatan pemeliharaan meliputi penyiangan gulma, pemupukan, pengairan, dan
pengendalian hama serta penyakit tanaman. Pemberian pupuk susulan pada
tanaman bawang putih dilakukan sebanyak 3 kali selama masa tanam yaitu saat
tanaman berumur 15 —35 — dan 50 hari setelah tanam. Penyiraman dan pengairan
dilakukan 2—3 hari sekali pada fase awal pertumbuhan. Pada masa pembentukan
tunas sampai pembentukan umbi pengairan dilakukan antara 1-2 minggu sekali dan
baru dihentikan saat pembentukan umbi maksimal atau sekitar 10 hari menjelang
panen. Seperti halnya dengan tanaman pertanian lainnya, tanaman bawang juga
rentan terhadap serangan hama, oleh karenanya petani menggunakan pestisida
untuk mengendalikan hama tersebut. Pengendalian organisme pengganggu
tanaman dilakukan di antaranya dengan menggunakan insektisida sesuai anjuran,
melakukan pemasangan perangkap lekat, atau pada saat tanaman baru tumbuh
hingga berusia 10 minggu. Frekuensi penyemprotan yang disarankan adalah 1 kali
dalam seminggu dengan menggunakan insektisida yang sesuai dengan jenis

organisme pengganggunya dalam takaran penggunaan yang tepat.

5. Panen.

Panen merupakan proses pengambilan umbi bawang putih yang sudah
menunjukkan ciri masak optimal yaitu perubahan warna tangkai daun dari hijau
segar menjadi kekuningan yang bukan disebabkan oleh penyakit. Bawang putih
yang siap panen harus cukup umur yaitu berkisar antara 90-120 hari. Sehari
sebelum panen lahan disirami dan digemburkan untuk mempersiapkan proses
pencabutan tanaman bawang putih pada keesokan harinya. Tanaman yang dicabut
harus sampai semua umbi terangkat dan kemudian diikat sebanyak 30 tangkai tiap

ikat dan dikumpulkan di tempat teduh.

6. Pascapanen
Kegiatan pascapanen meliputi kegiatan pengeringan, pembersihan, sortasi,
penyimpanan dan pengemasan. Lama pengeringan berkisar antara 10 hingga 15 hari.

Bawang putih yang baru dipanen ini dapat dikeringkan dengan beberapa cara di
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antaranya dikeringkan langsung di bawah sinar matahari atau dikeringanginkan di
udara terbuka di lokasi yang teduh maupun pengeringan dengan menggunakan alat
pengering mekanis. Penyortiran dilakukan untuk mengelompokkan umbi-umbi
bawang putih menurut ukuran dan mutunya sebelum dipergunakan lebih lanjut.
Hanya umbi yang telah kering dan dibersihkan yang akan disortir. Penyimpanan
bawang putih dapat dilakukan dalam jumlah kecil maupun besar. Dalam jumlah kecil,
bawang putih dapat disimpan dengan cara digantung ikatannya di atas para-para di
dapur sehingga setiap kali ada aktivitas memasak, bawang putih akan terkena asap.
Bila jumlah bawang putih yang disimpan sangat besar diperlukan gudang yang harus
memiliki ventilasi udara yang baik dengan suhu ruangan berkisar 25-30 °C dan
kelembaban 60-70%. Bawang putih yang siap untuk didistribusikan dimasukkan
dalam karung goni, karung plastik atau anyaman tertentu sebelum diangkut dengan
menggunakan berbagai alat transportasi seperti gerobak, becak, sepeda maupun
kendaraan bermotor. Sebagian hasil panen dapat disimpan sebagai bakal benih untuk

periode tanam berikutnya.

2.8 Kerangka Teori

Kerangka teori mekanisme disrupsi tiroid akibat pajanan CPF ditampilkan pada
Gambar 2.6. Petani dapat terpajan CPF melalui kontak kulit, inhalasi maupun
ingesti. Besarnya DPK akan diestimasi dengan memperhitungkan sejumlah faktor
di antaranya aktivitas pekerjaannya, penggunaan alat pelindung yang adekuat,
higiene individu, durasi dan frekuensi kerja. DPK dalam interaksinya bersama

faktor risiko lainnya diduga dapat menimbulkan manifestasi hipotiroid.

Metabolit CPF (CPF-O) merupakan metabolit aktif yang menimbulkan dampak
kesehatan, dan pembentukannya dipengaruhi oleh sejumlah faktor di antaranya
aktivitas CYP2B6 dan CYP2C19. CYP2B6 berperan dalam proses aktivasi CPF
menjadi CPF-O, sementara CYP2C19 berperan dalam detoksifikasi CPF menjadi
metabolit inaktif spesifik yaitu TCPy sehingga CYP2B6 dan CYP2C19 dapat
berperan sebagai biomarker kerentanan yang memengaruhi risiko terjadinya disrupsi
tiroid akibat pajanan CPF. Variasi genetik CYP2B6*6 serta CYP2C19*2 dan *3 akan
menghasilkan penurunan aktivitas enzimatik namun memiliki implikasi yang

berbeda. Individu dengan variasi genetik CYP2B6*6 memiliki tingkat aktivitas
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enzimatik yang lebih rendah dibandingkan dengan wild-type sehingga CPF-O yang
terbentuk juga lebih rendah. Sebaliknya, variasi genetik CYP2C19*2 dan *3 dengan
tingkat aktivitas yang lebih rendah akan berdampak pada menurun atau tidak
efektifnya proses detoksifikasi CPF menjadi TCPy. Oleh karena itu, TCPy yang
dihasilkan merupakan biomarker pajanan dalam hubungannya dengan besarnya dosis
pajanan yang diterima oleh tubuh setelah mengalami bioaktivasi dan inaktivasi oleh

enzim sitokrom P450 (CYP) serta enzim esterase seperti PON-1.

Target utama toksisitas akibat pajanan CPF adalah inhibisi AChE mengakibatkan
berlimpahnya asetilkolin pada sinaps kolinergik di SSP. Stimulasi kolinergik
memicu meningkatnya sekresi corticotropin releasing hormone (CRH) yang

menyebabkan peningkatan sekresi TSH.%

Pengaruh DEP, metabolit non-spesifik OP, terhadap hormon tiroid secara in silico
diduga berhubungan dengan sistem transduksi sinyal dan fungsi regulasi hormon
tiroid yang menyebabkan gangguan pada biosintesis, ikatan reseptor dan regulasi
sinyal hormon tiroid.% Berdasarkan hasil studi tersebut, CPF diduga dapat
berikatan dengan reseptor hormon tiroid menyebabkan tidak adekuatnya ambilan
hormon tiroid pada organ dan menciptakan kondisi hipotiroid yang akan

mencetuskan mekanisme umpan balik pada hipotalamus maupun hipofisis.

CPF-O diduga menyebabkan kerusakan struktur tiroid, sehingga ambilan yodida,
proses organifikasi dan coupling tidak dapat berlangsung dengan optimal dan
menurunkan produksi hormon tiroid. Kadar hormon tiroid yang rendah di sirkulasi
memberikan umpan balik yang menghasilkan peningkatan TSH. Kerusakan
struktur folikel tiroid juga dapat menyebabkan gangguan pada sintesis tiroglobulin.
Gangguan pada sintesis hormon tiroid dan sintesis tiroglobulin akan menyebabkan
menurunnya kadar hormon tiroid di sirkulasi sehingga dapat terjadi perubahan rasio

Tg/FT4 yang menunjukkan ketidakseimbangan hormonal.

Tiosianat (SCN") dan perklorat (ClO4°) merupakan inhibitor kompetitif ion yodida
pada tiroid. Tiosianat yang juga dapat ditemukan pada asap rokok merupakan
inhibitor yang poten dalam proses ambilan yodida serta juga berperan sebagai
substrat kompetitif pada enzim TPO. Hambatan pada proses trapping yodida

menimbulkan efek yang serupa dengan defisiensi yodium mengingat bahwa yodium
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merupakan bahan dasar proses sintesis tiroid.”% Hambatan pada produksi enzim
TPO yang berperan dalam proses organifikasi hormon tiroid juga dapat disebabkan
oleh sejumlah pajanan di antaranya fungisida seperti mancozeb dan etilentiourea,
herbisida amitrol, serta benzofenon. Asetaklor dan PCBs diduga menginduksi enzim
UDPGT di hepar sehingga meningkatkan metabolisme T3 dan T4 dengan akibat
menurunnya kadar hormon di sirkulasi.®! Keberadaan antibodi TPO juga dapat
berperan sebagai inhibitor kompetitif aktivitas enzimatik TPO dalam sintesis hormon

tiroid.”®

2.9 Kerangka Konsep

Konsep penelitian ini (Gambar 2.7.) adalah pajanan kumulatif CPF dapat
menyebabkan disrupsi tiroid yang ditandai dengan kadar TSH yang tinggi. Interaksi
variabel yang berkontribusi yaitu pajanan kumulatif, markah kerentanan (CYP2B6
dan CYP2C19), PON-1, AChE, dan TCPy dianalisis untuk membuktikan dampak
pajanan CPF di tiroid (TSH, FT4, rasio tiroglobulin/FT4).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Desain, Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain potong lintang. Penelitian dilakukan di sentra
pertanian bawang putih di Dusun Pancot, Kecamatan Tawangmangu, Kabupaten
Karang Anyar Jawa Tengah dan Desa Adipuro, Kecamatan Kaliangkrik, Kabupaten
Magelang, Jawa Tengah. Pemilihan lokasi di Tawangmangu dan Kaliangkrik dengan
pertimbangan bahwa lokasi ini merupakan sentra pertanian bawang putih dan sayur di
Jawa Tengah dan memiliki cukup banyak petani aktif yang bergabung dalam kelompok
usaha tani. Prospek subjek penelitian di Dusun Pancot berjumlah sekitar 300 orang
sementara di Desa Kaliangkrik sekitar 400 orang. Penulisan usulan penelitian dimulai
sejak bulan Juli 2019 dan pengumpulan data dilakukan pada bulan Juli-Oktober 2020.
Analisis data dan penulisan laporan penelitian berlangsung sejak bulan Desember 2020
hingga Juli 2021.

3.2 Populasi, Kriteria Sampel dan Besar Sampel Penelitian

3.2.1 Populasi Penelitian

Populasi penelitian adalah petani penyemprot pestisida CPF dan populasi target
petani penyemprot pestisida CPF berusia 18-65 tahun. Populasi terjangkau adalah
petani penyemprot pestisida CPF berusia 18-65 tahun di sentra pertanian bawang
putih dan sayuran di Tawangmangu dan Kaliangkrik, Jawa Tengah.

3.2.2 Kiriteria Inklusi dan Eksklusi

Kriteria Inklusi

e Usia subjek 18-65 tahun

e Terpajan CPF selama bekerja, minimal selama 1 tahun terakhir

e Bersedia berpartisipasi secara sukarela dalam studi yang ditandai dengan

menandatangani informed consent (lembar persetujuan setelah penjelasan)

Kriteria Eksklusi
e Memiliki nilai fungsi ginjal (kreatinin) melebihi 1,5 pug/dL

e Memiliki nilai enzim fungsi hati (ALT/AST) di atas 2x nilai batas atas rujukan
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e Menderita defisiensi yodium derajat sedang atau berat yang dinilai dengan
pemeriksaan EYU < 50 pg/L
e Ibu hamil atau kurang dari 1 tahun setelah melahirkan

o Memiliki riwayat gangguan tiroid, operasi tiroid

3.2.3 Besar Sampel
Besar sampel diperhitungkan dengan rumus uji hipotesis terhadap rerata 2 populasi
independen dan uji perbedaan 2 proporsi independen.

(Za+ZB)s 2

1=n2=2
n n (x1—x2)

s = simpang baku berdasarkan pustaka 3284

Besar sampel minimal untuk perhitungan di atas adalah:

Parameter Za Zb x1-x2 SD Besar Sampel
TCPy 1,96 0,842 1,5 2,97 124
AChE 1,96 0,842 0,3 0,62 135
PON1 1,96 0,842 180 367 131

Asumsi yang digunakan untuk uji beda proporsi adalah sebagai berikut:2

e Frekuensi alel SNPs CYP2B6*6 dan 2B6*9 pada populasi Asia Timur 18,7%
e Frekuensi alel SNPs CYP2C19*2 dan 2C19*3 pada populasi Asia Timur 37,7%
e Perbedaan yang dianggap penting adalah 0,20.

CToT 2
Za,2PQ + ZB/P1Q: +P2Q;

P=(PL+P2)/2danQ=1-P

Perhitungan besar sampel minimal menggunakan rumus di atas:

Parameter P1 Q1 P2 Q2 Besar Sampel
CYP2B6 0.19 0.81 0.01 0.99 85
CYP2C19 0.38 0.62 0.18 0.82 156

Besar sampel minimal dalam penelitian ini adalah 156 subjek.
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3.3 Cara Kerja Penelitian

Kegiatan pengumpulan data penelitian ini berlangsung dengan Protokol Etik nomor
20-03-0336 dan memperolen Surat Keterangan Lolos Kaji Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia tanggal 23 Maret 2020 dengan nomor KET-
339/UN2.F1/ETIK/PPM.00.02/2020 serta Amandemen protokol penelitian nomor
ND-997/UN2.F1/ETIK/PPM.00.02/2020 tanggal 31 Agustus 2020 yang terlampir

sebagai lampiran 17 dan 18.

Subjek penelitian berasal dari 2 lokasi yaitu Dusun Pancot, Kecamatan
Tawangmangu, Kabupaten Karanganyar dan Desa Adipuro, Kecamatan
Kaliangkrik, Kabupaten Magelang yang merupakan sentra pertanian bawang putih
dan sayur di Jawa Tengah. lzin penelitian dari Dinas Kesehatan Kabupaten
Karanganyar telah diperoleh tanggal 29 Mei 2020 melalui surat bernomor
005/1784.4.5/V//2020 sementara Izin Penelitian dari Dinas Penanaman Modal dan
Pelayanan Terpadu Satu Pintu Kabupaten Magelang nomor 070/285/16/2020
diperoleh tanggal 1 September 2020 (lampiran 19 dan 20). Dalam pelaksanaannya,
kegiatan ini berlangsung dalam koordinasi dengan Puskesmas Kecamatan
Tawangmangu, Lurah Kelurahan Kalisoro, Kepala Desa Adipuro dan kelompok
tani yang ada di lokasi tersebut. Peneliti juga berkoordinasi dengan tim pendukung
penelitian yang terdiri dari tim lab penguji dari Prodia Solo, Prodia Magelang,
Prodia OHC Cikarang, dan Prodia IndTox Lab.

Teknis Kegiatan Penelitian

Persiapan lapangan untuk kegiatan pengumpulan data di Dusun Pancot berlangsung
pada tanggal 13-19 Juli 2020 dan dilanjutkan dengan kegiatan rekrutmen pada 20
Juli-13 Agustus 2020. Rekrutmen subjek dilakukan dengan dukungan dari
Gabungan Kelompok Tani di Dusun Pancot, Kecamatan Tawangmangu yang
memfasilitasi pertemuan antara calon subjek dengan peneliti melalui alokasi waktu
yang diberikan untuk peneliti memperkenalkan diri dan memberi penjelasan
tentang kegiatan penelitian ini dalam pertemuan bulanan anggota kelompok tani.
Isi penjelasan detil terdapat pada lampiran 1. Setiap calon subjek yang berkenan
untuk berpartisipasi dalam penelitian ini akan menjalani serangkaian kegiatan
lanjutan berupa penandatanganan lembar persetujuan setelah penjelasan (lampiran

2), pemeriksaan fisik (sesuai lampiran 12), wawancara, mengisi kuesioner
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(lampiran 13-15) serta pengambilan spesimen darah dan urin sebanyak maksimal
2 kali. Kartu kontrol pada lampiran 16 dipergunakan untuk memantau tahapan yang
telah dijalani oleh peserta penelitian. Rincian kegiatan terdapat pada lampiran 3

laporan penelitian ini.

Mengingat kondisi pandemi COVID-19 yang tengah Dberlangsung serta
keterbatasan waktu yang diberikan dalam acara tersebut, peneliti hanya
berkesempatan mengumpulkan form persetujuan keikutsertaan dari calon subjek
yang memenuhi kriteria dan bersedia berpartisipasi dalam penelitian ini serta
menjadwalkan kembali sesi pertemuan untuk wawancara, pemeriksaan fisik, dan
pemeriksaan laboratorium. Sebagian besar calon subjek yang memperoleh
penjelasan ternyata tidak memenuhi kriteria untuk berpartisipasi dalam penelitian
ini karena berusia lebih dari 65 tahun atau petani yang tidak rutin melakukan
aktivitas penyemprotan pestisida atau tidak menggunakan pestisida CPF.

Proses rekrutmen subjek penelitian di Desa Adipuro dimulai dengan persiapan pada
tanggal 14-15 September 2020 dan kegiatan rekrutmen berlangsung pada 17
September—8 Oktober 2020. Sama halnya dengan kegiatan di Dusun Pancot,
kegiatan di Desa Adipuro juga sangat didukung oleh kelompok tani yang ada.
Sebagian besar calon subjek yang datang memenuhi undangan untuk
mendengarkan penjelasan peneliti ternyata tidak memenuhi kriteria untuk
berpartisipasi karena 2 alasan utama yaitu tidak melakukan aplikasi CPF karena
sedang berada dalam kondisi tidak bertani akibat pasokan air untuk tanaman tidak

tersedia atau calon subjek berusia lebih dari 65 tahun.

Pemeriksaan laboratorium (lampiran 4-11) dalam penelitian ini dilakukan dengan
dukungan Laboratorium Klinik Prodia, Prodia OHC Cikarang dan Prodia Industrial
Toxicology Laboratory. Pemeriksaan kreatinin, glukosa sewaktu, SGOT, SGPT
merupakan parameter pemeriksaan kimia rutin yang diperiksa menggunakan reagen
diagnostik pada alat Proline R-910 sesuai metode standar dari pabrikan. Pemeriksaan
TSH, FT4 dan tiroglobulin dilakukan dengan metode Electrochemiluminescence
Immunoassay (ECLIA) menggunakan reagen diagnostik berturut-turut Elecsys TSH,
Elecsys FT4 11, dan Elecsys Tg Il pada alat Roche Cobas e-411 sesuai protokol

pabrikan dan standar pemeriksaan laboratorium.
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Pemeriksaan yodium urin (EYU), PON-1, AChE dan TCPy dilakukan oleh Prodia
Industrial Toxicology Laboratory. Yodium urin diperiksa dengan modifikasi
metode CDC 3002.1'° menggunakan Inductively Coupled Plasma-Mass
Spectrometry (ICP-MS). Pemeriksaan PON-1 dalam serum dilakukan dengan
spektrofotometri menggunakan nitrofenol sebagai standar. Larutan standar dan
sampel dibaca pada panjang gelombang 405 nm. Aktivitas AChE eritrosit
ditentukan secara fotometri dengan metode Ellmann. TCPy urin dideteksi dalam
sampel urin sewaktu menggunakan spektrometer massa triple quadrupole Agilent
Ultivo (LC-MS-MS Agilent Technologies, Singapura) dengan program perangkat
lunak Mass-hunter untuk akuisisi dan analisis data. Prosedur ekstraksi dilakukan
berdasarkan adaptasi metode Smith et.al.’®!, sementara prosedur pemisahan
(separasi) dan deteksi menggunakan modifikasi prosedur CDC 6103.03.1%
Pemisahan dilakukan berdasarkan prinsip kromatografi menggunakan Agilent High
Performance Liquid Chromatography (HPLC Infinity 1260, Jerman). Konsentrasi
TCPy yang terdeteksi dikoreksi dengan kreatinin urin.

Analisis CYP2B6 — 516G>T (rs3745274) dilakukan dengan menggunakan primer
TagMan® SNP Genotyping Assay C__ 7817765 60 (Applied Biosystems, CA,
USA) dan thermocycler Rotor-Gene Q (QIAGEN GmbH, Germany). Master mix
PCR menggunakan TagMan GTXpress Master Mix (Applied Biosystems, CA,
USA). Reagen yang digunakan diperuntukkan hanya bagi penelitian (research use
only). Genotip ditentukan berdasarkan sinyal fluoresens dari TagMan probe sesuai
petunjuk pabrikan (Gambar 3.1.). Sebanyak 6 sampel menjalani pemeriksaan DNA
sekuensing menggunakan PCR product 533bp (Gambar 3.2.) sebagai bagian dari
validasi hasil pemeriksaan di atas. Genotipe CYP2B6 — 785A>G (rs2279343)
dianalisis dengan menggunakan metode sekuensing Sanger. Sampel diamplifikasi
dengan PCR menggunakan primer seperti yang digambarkan dalam studi
sebelumnya oleh Zakeri et.al.>® dan menghasilkan produk PCR 640 bp (Gambar
3.3.). Seluruh metode sekuensing dikerjakan oleh 1st BASE DNA Sequencing
Division, Apical Scientific Sdn Bhd, Selangor, Malaysia. (Gambar 3.4.)
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Gambar 3.1. Gambaran Diskriminasi Alel Menggunakan Sinyal Fluoresensi
dari TagMan Probe
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Gambar 3.2. Visualisasi Hasil PCR rs3745274
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Gambar 3.3. Visualisasi Hasil PCR rs2279343

rs3745274

500 502
Consensus T T TG A | K TN A 2lE e A
Ideniy _————-———-— eee——wseaeee—ea
[e FUD 1. 153745274 1 T = T T s c A D T c c T T
Lo REV 2,19 rs3745274.. 0 T = =T BT & (< A e 7 < C A i T A
4 REU 3,20 rs3745274.. 1 = T 7 C 7 EEE T T 7 T T 7
Ce REV 4,33 r53745274,.. 1 T [ ¢ i C [ / T T A
e REVS.08 re3745274_.. N T a T T = A K T 3 (s A T T A
Ce RE6.126rs3745274.. B T C e T, c C A . T C C A T
¢ REV 7,149 rs3745274.. = T T = Ts C C \ T 3T A
Keterangan :
K:Gatau T, D: Aatau G atau T, G: GG, T: TT
rs2279343
E:.: 592
Consensus H ¢ D O - A R G G A ST
Identity
Ck FUD 1, 152279343 G c T [= C C R S G C C T
e REV2,19.rs2279343_.. G < : T T T A G G A T T T
- \/\/—\/\/\/—\/\f\/ S f\/\/\/\
# REV 3, 20 r52279343 F.. 5 C = C C R 5 G C T T
\"-\_\./\/\-N\/\/\ — '"*/\/-\/\/\
O+ REV4, 33_rs2279343_.. G C C (e 5 G 3 G A [ (@ T
i AEINCATN N AN TN - . A/_\/'\/\
e REVS, 8 r52279343 ., G C S C C 7 R 5 G C C T
D+ REVG, 126_rs2279343... q 8 3 {3 C C A A <] G A C C il
NI s PN Pl e N s N
e REV7, 149 re2279343.., g C E C C C G 5 G C C T

Keterangan :
R: A atau G, A: AA, G: GG

Gambar 3.4. Konfirmasi Sequencing Variasi genetik CYP2B6*6 (rs3745274
dan rs2279343)
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Pemeriksaan CYP2C19 genotipe *2 dan *3 merupakan pemeriksaan genotipe
menggunakan prinsip PCR-RFLP berdasarkan pada hilang atau munculnya suatu
situs restriksi khusus akibat perubahan pada urutan DNA menggunakan sampel
whole blood. Tahapan pemeriksaan dimulai dengan melakukan isolasi spesimen
untuk mendapatkan asam nukleat, amplifikasi dan deteksi menggunakan gel
agarose. Pada tahap RFLP, hasil PCR ditambahkan enzim restriksi/ endonuklease
yang sesuai sehingga akan menghasilkan potongan/fragmen DNA dengan panjang
berbeda, kemudian diidentifikasi menggunakan gel elektroforesis (Gambar 3.5.).
Amplifikasi PCR untuk CYP2C19*2 menggunakan enzim restriksi Smal, primer
forward 5-CAGAGCTTGGCATATTGTATC-3°, dan primer reverse 5°-—
GTAAACACACAACTAGTCAATG - 3°. Sementara pada *3 menggunakan
primer forward 5-AAATTGTTTCCAATCATTTAGCT-3’, reverse 5’-
ACTTCAGGGCTTGGTCAATA-3’ dan enzim restriksi BamHI.

,
=
i
g
—

Gambar 3.5. Visualisasi Hasil RFLP CYP2C19
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Analisis Data
Penyajian Data
Publikasi

Gambar 3.6. Alur Penelitian

3.5 ldentifikasi variabel
3.5.1 Variabel Terikat
TSH (numerik)

FT4 (numerik)
Tiroglobulin (numerik)
Rasio tiroglobulin/FT4

3.5.2 Variabel Bebas
e Usia (numerik)

Jenis kelamin (kategorik

/ Dikotom)
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¢ Indeks Massa Tubuh (numerik)

e Tekanan Darah (kategorik / ordinal)

e Tingkat Pendidikan (kategorik / ordinal)

e Kebiasaan merokok (kategorik / nominal)

e Ekskresi yodium urin (numerik)

e Polimorfisme gen CYP2B6*6 (kategorik / ordinal)
e Polimorfisme gen CYP2C19 (kategorik / ordinal)

e TCPy (numerik)

e Paraoksonase-1/ PON-1 (numerik)

e Aktivitas asetilkolinesterase eritrosit / (RBC AChE (numerik)
e Intensity level (numerik)

e Durasi kerja (numerik)

e Frekuensi kerja (numerik)

e Dosis pajanan kumulatif (kategorik / dikotom)

e Luas lahan olahan (numerik)

e Waktu aplikasi pestisida (kategorik / dikotom)

e Jenis pesisida yang digunakan (kategorik / dikotom)
e Volume campuran pestisida (numerik)

e Hari setelah aplikasi (numerik)

e Pestisida lambat terurai (kategorik / dikotom)

3.6 Pengolahan dan Analisis Data

Data yang dikumpulkan diolah sebagai berikut:

1. Setelah data dikumpulkan, dilakukan verifikasi data pertama yaitu memeriksa
kelengkapan data yang ada antara lain lembar pemeriksaan fisik dan kuesioner
serta hasil pemeriksaan laboratorium.

2. Data entry. Map berisi set kuesioner dan set pemeriksaan fisik subjek
penelitian dibuka dan dipindahkan ke file excel. Demikian halnya dengan hasil
pemeriksaan laboratorium dan pemeriksaan genetik.

3. Data cleaning. Setelah seluruh map subjek penelitian selesai dipindahkan ke
file excel, sebagai verifikasi kedua dilakukan pengecekan terhadap kesesuaian

pengisiannya secara terstruktur dengan mencari data missing dan pengurutan
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data. Telah dilakukan koreksi terhadap data yang kurang akurat, tidak lengkap,
atau memiliki format yang salah dalam basis data. Data yang telah dibersihkan
ditetapkan sebagai data dasar yang dianalisis.

Dilakukan pengkodingan data terhadap variabel-variabel yang dianalisis sesuai
dengan klasifikasi dalam definisi operasional.

Analisis data di bawah ini dilakukan dengan program SPSS versi 20.

Analisis deskriptif. Data dianalisis untuk disajikan dalam tabel distribusi
frekuensi dan persentase untuk data kategorik. Pada data numerik ditampilkan
nilai rerata, median dan simpang baku (min-maks) sehingga terlihat gambaran
deskriptif semua variabel yang diteliti.

Uji normalitas. Pada variabel berskala numerik dilakukan uji normalitas
dengan menghitung coefficient of variance (CoV) dan uji Kolmogorov-
Smirnov (KS). Data dikatakan berdistribusi normal bila CoV < 20% dan KS
dengan nilai p > 0,05.

Analisis bivariat. Hubungan antara 2 variabel kategorik dianalisis dengan uji
Chi-Square, bila syarat uji tersebut tidak terpenuhi maka akan digunakan uji
Fischer’s Exact. Uji Mann-Whitney U dan Kruskal Wallis dilakukan untuk
menguji perbedaan variabel berskala numerik berdasarkan karakteristik
individu dan okupasi. Frekuensi alel dan genotip diperhitungkan secara
langsung. Tingkat kepercayaan yang digunakan 95% dan nilai p < 0,05.
Analisis multivariat. Untuk mengetahui hubungan faktor risiko yang dominan
berkontribusi terhadap fungsi tiroid secara bersamaan dilakukan analisis
multivariat dengan regresi linier ganda. Faktor-faktor risiko yang
diikutsertakan dalam analisis ini adalah yang memiliki nilai p < 0,20 pada
analisis regresi linier sederhana. Faktor yang berkontribusi pada tingkat
kemaknaan 0,05 dipertahankan dalam model final yang diperoleh melalui
analisis berdasarkan prosedur stepwise.

Analisis jalur (Path analysis) dilakukan dengan program JASP versi 0.14.1
(University of Amsterdam) untuk menguji model hubungan kausalitas faktor-
faktor yang berkontribusi terhadap TSH. Penggunaan aplikasi JASP ini sebagai
substitusi analisis jalur dengan SPSS yang hanya dapat dilakukan dengan

bantuan program tambahan Amos.
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7.

Data yang telah dianalisis disajikan dalam bentuk tekstular, tabular dan grafikal
sebagai laporan penelitian dan siap dipublikasikan. Satu laporan penelitian
telah terpublikasi (lampiran 21) sementara dua (2) laporan lainnya pada

lampiran 22 dan 23 dalam persiapan untuk publikasi di jurnal ilmiah.

Definisi Operasional

Disrupsi tiroid: gangguan pada fungsi kelenjar tiroid yang dinilai dengan
konsentrasi TSH, FT4, dan tiroglobulin.

Rasio Tg/FT4: adalah perbandingan kadar tiroglobulin dengan kadar FT4.
Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Tingkat Pendidikan: adalah jenjang pendidikan formal terakhir yang telah
diselesaikan subjek penelitian hingga pada waktu pengumpulan data penelitian
ini dilakukan. Metode pengumpulan data melalui wawancara terstruktur
dengan menggunakan kuesioner.

Kategori: Pendidikan rendah (tidak menyelesaikan wajib belajar 12 tahun) dan
pendidikan tinggi (menyelesaikan wajib belajar 12 tahun atau menempuh
pendidikan lebih tinggi)

Jenis data kategorik berskala ukur nominal.

Ekskresi yodium urin: adalah kadar yodium subjek penelitian dalam urin sewaktu
diukur dengan menggunakan ICP-MS dan dinyatakan dalam satuan pg/L.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Polimorfisme CYP2B6: adalah genotip CYP2B6 yang diketahui dengan
memeriksa DNA dari sampel darah subjek penelitian menggunakan metode
polymerase chain reaction (PCR) — TagMan dan sekuensing Sanger.
Kategori: CYP2B6*1/*1, CYP2B6*1/*6, CYP2B6*6/*6

Jenis data kategorik berskala ukur ordinal.

Polimorfisme CYP2C19: adalah genotip CYP2C19 yang diketahui dengan
memeriksa DNA dari sampel darah subjek penelitian menggunakan metode PCR-
RFLP.

Kategori: CYP2C19*1/*1, CYP2C19*1/*2, CYP2C19*1/*3, CYP2C19*2/*2

Jenis data kategorik berskala ukur ordinal.
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TCPy: adalah kadar 3,5,6-trikloro-2-piridinol dalam spesimen urin mid-stream
pertama pagi hari subjek penelitian yang diukur dengan menggunakan LC-
MSMS dan dinyatakan dalam satuan pg/gram Kkreatinin.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Paraoksonase-1: adalah kadar enzim paraoksonase dalam serum subjek
penelitian yang diukur dengan menggunakan spektrofotometri dan dinyatakan
dengan satuan mol/L.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Asetilkolinesterase eritrosit (RBC-AChE): adalah aktivitas enzim AChE dalam
sel darah merah subjek penelitian yang diukur dengan menggunakan
spektrofotometri dan dinyatakan dengan satuan U/g hematokrit.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Intensity level (dosis pajanan harian): adalah dosis harian pajanan pestisida yang
diterima oleh pekerja yang diketahui dengan memperhitungkan peran 10 faktor
karakteristik pekerjaannya yaitu kegiatan mencampur pestisida (mix), metode
dalam mencampur pestisida (enclosed), metode pengaplikasian pestisida (appl),
penggunaan kendaraan tertutup (cab), perbaikan peralatan penyemprotan (repair),
pencucian peralatan penyemprotan (wash), penggunaan alat pelindung diri (PPE),
penggantian sarung tangan (repl), higiene individu (hyg), dan penanganan
tumpahan/percikan pestisida (spill). Metode pengumpulan data melalui
wawancara terstruktur menggunakan kuesioner dan pengamatan langsung.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Pengalaman usaha tani: adalah jumlah tahun bekerja melakukan aktivitas
pengaplikasian pestisida. Metode pengumpulan data melalui wawancara
terstruktur dengan menggunakan kuesioner.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Jumlah hari aplikasi per tahun: adalah jumlah hari kerja per tahun untuk
melakukan aktivitas pengaplikasian pestisida.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Dosis pajanan kumulatif: Besarnya dosis pajanan pestisida yang diterima oleh
pekerja dengan karakteristik kerja tertentu dalam sebuah periode waktu. Dosis

Universitas Indonesia



48

14.

15.

16.

17.

18.

19.

pajanan kumulatif didapatkan melalui hasil perkalian antara dosis pajanan
harian dengan durasi dan frekuensi kerja.

Kategori: tinggi, rendah

Jenis data kategorik berskala ukur nominal.

Luas lahan olahan: adalah luas keseluruhan lahan pertanian yang diolah oleh
petani dalam satuan hektar.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Waktu aplikasi pestisida: adalah pemilihan waktu untuk menyemprot pestisida
di lahan pertanian.

Kategori: selalu pada pagi hari, pada waktu selain pagi hari

Jenis data kategorik berskala ukur nominal.

Jenis pestisida yang digunakan: adalah banyaknya jenis pestisida yang
dipergunakan sebagai campuran dalam aktivitas penyemprotan di lahan
pertanian oleh subjek penelitian.

Kategori: > 3 pestisida dan < 3 pestisida

Jenis data kategorik berskala ukur nominal.

Volume campuran pestisida: adalah rerata volume campuran pestisida harian
yang digunakan dalam aktivitas penyemprotan di lahan pertanian oleh subjek
penelitian, dinyatakan dalam satuan liter per hari.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

Penggunaan pestisida yang lambat terurai adalah penggunaan jenis pestisida
tambahan yang lambat terurai oleh petani.

Kategori: Menggunakan dan tidak menggunakan

Jenis data kategorik berskala ukur nominal.

Hari setelah aplikasi: adalah selisih waktu antara pengambilan spesimen darah
dan urin pada sesi pemeriksaan kedua dengan hari terakhir melakukan
penyemprotan pestisida, dinyatakan dalam satuan hari.

Jenis data numerik berskala ukur rasio.

3.8 Etika Penelitian

Penelitian ini menerapkan prinsip etik penelitian kedokteran pada subjek manusia

sesuai Deklarasi Helsinki yaitu respect for person, beneficence, non-maleficence,

berkeadilan, jujur dan menjaga kerahasiaan subjek. Komisi Etik Penelitian Fakultas
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Kedokteran Universitas Indonesia dan RSUPN Dr. Cipto Mangunkusumo
menyetujui dengan penerbitan Surat Keterangan Lolos Kaji Etik No. KET-
339/UN2.F1/ETIK/PPM.00.02/2020 tanggal 23 Maret 2020 dan Amandemen
protokol penelitian nomor ND-997/UN2.F1/ETIK/PPM.00.02/2020 tanggal 31
Agustus 2020. Seluruh subjek yang berpartisipasi dalam penelitian telah
memperoleh penjelasan mengenai penelitian ini (lampiran 1) dan berhak untuk
berpartisipasi secara penuh maupun tidak berpartisipasi tanpa paksaan ataupun
tekanan apapun. Persetujuan untuk berpartisipasi dituangkan dengan
menandatangani lembar persetujuan setelah memperoleh penjelasan tentang
penelitian (informed consent) pada lampiran 2. Semua data dan hasil penelitian

dijaga kerahasiaannya.
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

4.1 Alur Rekrutmen Subjek Penelitian
Populasi penelitian pada Dusun Pancot dan Desa Adipuro yaitu sekitar 300 dan 400
orang, yang keseluruhannya merupakan anggota kelompok tani. Alur rekrutmen

subjek penelitian disajikan dalam Gambar 4.1. di bawah ini.

Peserta sebanyak 195 orang:
- 15 peserta tani mandiri
- 180 peserta kelompok tani

\ 4

Tahap 1
Skrining: wawancara, pemeriksaan fisik,
pemeriksaan laboratorium SGOT, SGPT,
Kreatinin, ekskresi yodium urin (EYU)

Mengundurkan diri:
20 peserta
y

Tahap 2: 175 orang
Penjelasan hasil skrining; konfirmasi
riwayat medis dan okupasi

Eksklusi:
24 peserta

\ 2

/ Peserta penelitian: 151 orang \

Menjalani pemeriksaan TSH, FT4, Tiroglobulin,
CYP2B6, CYP2C19, AChE, PON-1, TCPy

\

*Koreksi kadar TCPy menggunakan kreatinin urin
dilakukan pada 132 peserta penelitian /

-

Gambar 4.1. Alur Rekrutmen Subjek Penelitian

Seluruh subjek yang memenuhi syarat dan bersedia berpartisipasi dalam penelitian
ini dengan menandatangani informed consent terdiri dari 180 orang anggota
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kelompok tani dan 15 orang peserta tani mandiri diikutsertakan sebagai subjek
penelitian. Subjek yang tidak hadir di tahap 2 untuk sesi memperoleh penjelasan
hasil skrining dianggap mengundurkan diri. Sebanyak 15 subjek dengan hasil
pemeriksaan ekskresi yodium urin (EYU) < 50 pg/L, 7 subjek yang memutuskan
tidak ingin melanjutkan pemeriksaan, 1 subjek dengan dugaan gangguan ginjal dan
1 subjek yang tidak melengkapi konfirmasi atas riwayat medis dan okupasinya tidak
diikutsertakan pada pemeriksaan lanjutan. Pemeriksaan TCPy urin dilakukan
terhadap 151 spesimen, namun karena keterbatasan jumlah urin yang tersedia dari
masing-masing subjek, TCPy yang dikoreksi dengan kreatinin urin hanya dapat
dilakukan pada 132 subjek.

4.2 Karakteristik Subjek Penelitian

4.2.1 Karakteristik Umum

Subjek penelitian berusia 50 (Simpang baku - SB 9,4) tahun, 91% laki-laki, 93%
merupakan anggota kelompok tani dan 87% berpendidikan rendah (tidak
menyelesaikan wajib belajar 12 tahun) dengan 10 subjek di antaranya tidak pernah
menjalani pendidikan formal. Proporsi perokok pada subjek penelitian sebesar
48%. Masing-masing 4 orang subjek belum menikah dan berstatus janda/duda.
Kedua kelompok ini digabungkan ke kategori tidak menikah dalam karakteristik
sosiodemografi. Lebih dari 93% subjek memiliki lahan dan mengolah sendiri lahan
tersebut, 5% subjek mengolah lahan sendiri dan mengerjakan lahan milik orang
lain, selebihnya hanya mengerjakan lahan milik orang lain. Karakteristik subjek

penelitian dijabarkan di Tabel 4.1.

4.2.2 Karakteristik Kegiatan Terpajan Pestisida

Seluruh subjek penelitian menggunakan CPF berupa cairan, aplikasi pestisida
dilakukan melalui penyemprotan. Tidak ada subjek yang menggunakan pestisida di
luar aktivitas pertanian, juga tidak ada yang terpajan obat serangga untuk
penggunaan di rumah tangga. Selain itu, terdapat sejumlah kondisi yang serupa di
antara subjek penelitian dalam hal pajanan selama kegiatan penyemprotan pestisida
pada tanaman. Aktivitas persiapan, pencampuran, pemuatan, dan penyemprotan
pestisida menggunakan tangki semprot (knapsack sprayer) dilakukan secara pribadi

oleh masing-masing subjek pada area terbuka. Karakteristik kegiatan terpajan
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pestisida pada subjek penelitian digambarkan pada Tabel 4.2. Rerata (SB) dan

median (minimum-maksimum) dosis pajanan kumulatif (DPK) pada subjek
penelitian berturut-turut adalah 32,44 (SB 24,78) dan 25,95 (0,40-136,58) yang

diperoleh dari estimasi berdasarkan hasil perkalian antara intensity level (IL),

pengalaman usaha tani dan jumlah hari aplikasi per tahun. Subjek diklasifikasikan

menjadi kelompok DPK tinggi dan rendah berdasarkan titik potong nilai median

tersebut.

Tabel 4.1. Karakteristik Sosiodemografi, Kebiasaan dan Keadaan Fisik Umum

Karakteristik Frekuensi Rerata (SB)
n (%)
Sosiodemografi
Umur 49,97 (9,41)
Jenis kelamin
Perempuan 14 (9,3)
Laki-laki 137 (90,7)
Kepesertaan di kelompok tani (poktan)
Mandiri (non-poktan) 11 (7,3)
Tergabung poktan 140 (92,7)
Pendidikan Terakhir
Pendidikan rendah 131 (86,8)
Pendidikan tinggi 20 (13,2)
Status Pernikahan
Menikah 143 (94,7)
Tidak menikah 8(5,3)
Kebiasaan dan Keadaan Fisik Umum
Kebiasaan merokok
Merokok 73 (48,3)
Tidak merokok 78 (51,7)
Status Gizi (Indeks massa tubuh)
Obesitas 30(19,9)
Berat badan lebih 32 (21,2)
Berat badan kurang 6 (4,0)
Normal 83 (55,0)
Tekanan Darah
>160/100 mmHg 21 (13,9)
140/90-< 160/100 mmHg 50 (33,1)
120/80—< 140/90 mmHg 59 (39,1)
< 120/80 mmHg 21 (13,9)
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Hanya ditemukan 2% petani yang menggunakan pestisida sesuai dengan petunjuk
penggunaannya dan semuanya termasuk dalam kelompok DPK rendah. Seperti
yang ditunjukkan pada Tabel 4.2. kelompok DPK tinggi memiliki karakteristik
lahan olahan yang lebih luas, waktu kerja harian yang lebih panjang, durasi
penyemprotan pestisida yang lebih lama, dan volume campuran pestisida yang
digunakan lebih tinggi daripada kelompok DPK rendah. Di sisi lain, proporsi petani
yang mencampur lebih dari tiga jenis pestisida lebih tinggi pada kelompok DPK
rendah. Rerata hari penyemprotan per tahun pada populasi penelitian cukup tinggi

dan mencapai lebih dari 100 hari per tahun.

Tabel 4.3. Karakteristik Kebiasaan Penggunaan APD

Penggunaan APD
Jenis APD Jarang/tidak pernah Sering/selalu

n (%) n (%)
Apron 149 (98,7) 2(1,3)
Masker 79 (52,3) 72 (47,7)
Penutup wajah 143 (94,7) 8 (5,3
Respirator 151 (100) 0(0)
Goggle 150 (99,3) 1(0,7)
Pakaian lengan panjang 15 (9,9) 136 (90,1)
Celana panjang 14 (9,3) 137 (90,7)
Coverall 151 (100) 0(0)
Sarung tangan kimia 147 (97,4) 4 (2,6)
Sepatu bot 63 (41,7) 88 (58,3)

Tidak ada subjek yang mengenakan respirator, coverall, atau pakaian kerja sekali
pakai. Proporsi pengguna kacamata dan sarung tangan kimia dalam populasi
penelitian ini juga sangat kecil yang terlihat pada kebiasaan penggunaan APD oleh
subjek di Tabel 4.3. Akan tetapi, sebagian besar dari mereka sering menggunakan
baju lengan panjang atau celana panjang saat bekerja di ladang. Empat orang subjek
yang menggunakan sarung tangan kimia dalam sebagian besar aktivitas terpajan
pestisida melaporkan bahwa sarung tangan hanya diganti ketika rusak dan

seringkali tetap menggunakan sarung tangan yang sudah rusak.
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Tabel 4.4. Proporsi Penggunaan Pestisida Pertanian Selain Klorpirifos

. . Frekuensi  Frekuensi

Golongan Bahan aktif Fungsi Kelas n (%) n (%)
Karbamat 103 (68,2)

Mankozeb Fungisida U 87 (57,6)

Metomil Insektisida b 9 (6,0)

Propineb Fungisida U 6 (4,0)

Piraklostrobin Fungisida  n/a 1(0,7)
Avermektin 74 (49,0)

Abamektin Insektisida b 57 (37,7)

Emamektin Insektisida 1l 17 (11,3)
Triazol Difenokonazol Fungisida I 49 (32,5)
Piretroid 30(19,9)

Lamda-sihalotrin  Insektisida Il 13 (8,6)

Beta-siflutrin Insektisida 1b 10 (6,6)

Deltametrin Insektisida 1l 4 (2,6)

Sipermetrin Insektisida 1l 3(2,0)
Organofosfat 13 (8,6)

Dimetoat Insektisida 1l 6 (4,0)

Profenofos Insektisida 1l 4 (2,6)

Asefat Insektisida 1l 2(1,3)

Poksim Insektisida 1l 1(0,7)
Pirol Klorfenafir Insektisida 1l 12 (7,9)
Benzamida Lufenuron® Insektisida 11 9 (6,0)
Spinosin Spinetoram® Insektisida U 1(0,7)
Thiosultap Dimehipo Insektisida  n/a 1(0,7)
Kloronitril Klorotalonil Fungisida U 1(0,7)
Neonikotinoid" Imidakloprid Insektisida 1l 6 (4,0)
Fenilpirazol” Fipronil Insektisida 1l 6 (4,0)
Diamida® Klorantraniliprol  Insektisida U 3(2,0)
Benzohidrazid® Metoksifenosid® Insektisida U 1(0,7)
Fenilamida® Mefenoksam Fungisida n/a 1(0,7)

# Produk mengandung kombinasi Lufenuron + Emamektin

$ Produk mengandung kombinasi Metoksifensid + Spinetoram
! Kelas pestisida yang tergolong lebih lambat terurai

Kelas: Klasifikasi WHO (Ib — highly hazardous; Il — moderately hazardous; 111 —slightly hazardous;
U — unlikely to present acute hazard; n/a — informasi tidak tersedia)
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Tabel 4.5. Distribusi Frekuensi Penggunaan Pestisida Gabungan

Kombinasi pestisida Frekuensi Frekuensi
n (%o) n (%o)
Hanya CPF 9 (6,0)
Kombinasi Kelas IB 68 (45,0)
CPF + Kelas IB 7 (4,6)
CPF + Kelas IB + Karbamat 21 (13,9)
CPF + Kelas IB + Karbamat + Difenokonazol 16 (10,6)
CPF + Kelas IB + Karbamat + Piretroid 6 (4,0)
CPF + Kelas IB + Difenokonazol 13 (8,6)
CPF + Kelas IB + Piretroid 4 (2,6)
CPF + Kelas IB + Difenokonazol + Piretroid 1(0,7)
Kombinasi Karbamat 55 (36,4)
CPF + Karbamat 37 (24,5)
CPF + Karbamat + Difenokonazol 11 (7,3)
CPF + Karbamat + Piretroid 7 (4,6)
Kombinasi non Kelas 1B dan Karbamat 19 (12,6)
CPF + Difenokonazol 5(3,3)
CPF + Difenokonazol + Piretroid 1(0,7)
CPF + Piretroid 9 (6,0)
CPF + Pestisida lainnya 4 (2,6)

Semua CPF yang digunakan merupakan sediaan cair, sama halnya dengan hampir
2 dari 3 pestisida tambahan yang digunakan juga berbentuk cair. Ethylene-bis-
dithiocarbamate (EBDC) mankozeb dan abamektin adalah fungisida dan
insektisida yang paling sering digunakan sebagai tambahan CPF pada subjek
penelitian, seperti yang ditunjukkan pada Tabel 4.4. Hanya 5,9% petani yang
menggunakan CPF sebagai pestisida tunggal sedangkan 27%, 38,2%, dan 28,9%
lainnya berturut-turut menggunakan 2, 3, dan lebih dari 3 campuran pestisida.
Terdapat 5 jenis pestisida tambahan yang dipergunakan oleh 16 orang (10,6%)
subjek tergolong sebagai pestisida dengan waktu penguraian pada tanah yang lebih
panjang. Tabel 4.5. menampilkan distribusi kombinasi CPF dengan pestisida lain.
Tiga jenis insektisida tambahan yang dipergunakan oleh 68 orang (45%) subjek
merupakan pestisida kelas 1b (sangat berbahaya) menurut klasifikasi WHO, namun
dari jumlah itu sebanyak 61 subjek ternyata juga menambahkan pestisida karbamat
atau difenokonazol atau piretroid atau pestisida lainnya. Sejumlah besar subjek
dalam Tabel 4.6. melaporkan kebiasaan kerja yang baik dalam hubungannya
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dengan praktik kebersihan diri dan penanganan dalam kontak langsung terhadap

pestisida yaitu melalui tindakan cuci tangan, mandi dengan benar dan mengganti

pakaian setelah penyemprotan atau setelah berkontak dengan pestisida. Sebanyak

73% subjek melaporkan mengalami kontak langsung dengan produk pestisida, dan

lebih dari 80% telah melaporkan terciprat atau terkena tumpahan pestisida selama

aktivitas persiapan atau penyemprotan.

Tabel 4.6. Karakteristik Kebiasaan Selama Bekerja

Kebiasaan kerja

Frekuensi - n (%)

Sering / selalu

Jarang / tidak

pernah
Mengelap keringat 29 (19,2) 122 (80,8)
Memasuki lahan setelah semprot 33(21,9) 118 (78,1)
Semprot lawan arah angin 1(0,7) 150 (99,3)
Menggunakan alat semprot rusak 0 (0) 151 (100)
Kena percikan saat aplikasi 132 (87,4) 19 (12,6)
Kena percikan saat menuang 123 (81,5) 28 (18,5)
Menyentuh langsung pestisida 110 (72,8) 41 (27,2)
Makan di tengah waktu kerja 5(3,3) 146 (96,7)
Cuci tangan setelah kontak pestisida 151 (100) 0 (0)
Cuci tangan sebelum makan 151 (100) 0 (0)
Mandi setelah semprot 139 (92,1) 12 (7,9)
Ganti baju setelah semprot 144 (95,4) 7 (4,6)

Tabel 4.7. Analisis Regresi Linier Ganda antara Variabel yang Berkontribusi
terhadap Dosis Pajanan Kumulatif

Kontributor B SE (B) Beta IK 95% p
Umur 0,85 0,17 0,32 0,51;1,19 < 0,001
Luas total lahan 57,32 16,18 0,30 25,35 ;89,30 0,001
Volume campuran 0,33 0,11 0,25 0,11; 0,55 0,004
Baju lengan panjang  -18,08 5,69 -0,22 -29,33;-6,84 0,002
Celana panjang -12,40 5,84 -0,15 -23,94 ; -0,86 0,035

B = Parameter estimate; SE (B) = Standar eror untuk B

R? =0,38; R? suaian = 0,36

Umur dalam tahun (numerik)

Luas total lahan dalam hektar (numerik)
Volume campuran dalam liter (numerik)

Baju lengan panjang / celana panjang: O=tidak pernah/jarang (referensi), 1=sering/selalu

Tabel 4.7. menunjukkan hasil analisis regresi linier ganda antara DPK dengan

faktor yang berkontribusi. Menggunakan pakaian berlengan panjang dan celana
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panjang saat menyemprotkan pestisida berhubungan dengan pajanan kumulatif
yang lebih rendah sementara volume campuran yang lebih tinggi dan lahan yang
lebih luas dikaitkan dengan DPK kumulatif yang lebih tinggi.

4.2.3 Variasi Genetik Subjek Penelitian

Frekuensi genotip CYP2B6*6 sebagai kombinasi alel CYP2B6 785A>G & 516G>T
dan frekuensi genotip CYP2C19 disajikan pada Tabel 4.8. Distribusi genotip
keduanya berdasarkan kelompok DPK ditampilkan pada Tabel 4.9. Frekuensi
genotip CYP2B6*6, CYP2C19*2 dan *3 berada dalam kesetimbangan Hardy-
Weinberg.

Tabel 4.8. Distribusi Genotip CYP2B6 dan CYP2C19 Berdasarkan
Jenis Kelamin

Jenis kelamin®

Genotip Gabungan  Perempuan  Laki-laki pe
(n=151) (n=14) (n =137)

CYP2B6 (785A>G & 516G>T)

*1/*1 48 (31,8) 5 (35,7) 43 (31,4) 0,866

*1/%6 75 (49,7) 6 (42,9) 69 (50,4)

*6/*6 28 (18,5) 3(21,4) 25 (18,2)
CYP2C19 (681 G>A & 636 G>A)

AA (*2/*2) 9(6,0) 0(0) 9(66) 0559

GA (*1/*2) 35 (23,2) 5 (35,7) 30 (21,9)

GA (*1/*3) 11(7,3) 1(7.0) 10 (7,3)

GG (*1*1) 96 (63,6) 8 (57,1) 88 (64,2)

#n (% dalam kelompok jenis kelamin); cs=Chi-square

Tabel 4.9. Distribusi Genotip CYP2B6 & CYP2C19 Berdasarkan Dosis
Pajanan Kumulatif

Dosis Pajanan Kumulatif?

Genotip — pe
Tinggi (n=71) Rendah (n = 80)
CYP2B6 (785A>G & 516G>T)
*1/*1 24 (33,8) 24 (30,0) 0,317
*1/*6 31(43,7) 44 (55,0)
*6/*6 16 (22,5) 12 (15,0)
CYP2C19 (681 G>A & 636 G>A)
AA (*2/*2) 34,2 6 (7,5) 0,580
GA (*1/%2) 14 (19,7) 21 (26,2)
GA (*1/%3) 6 (8,5) 5(6,2)
GG (*1*1) 48 (67,6) 48 (60,0)

#n (%); cs=Chi-square
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4.3 Pemeriksaan Markah Pajanan Klorpirifos: PON-1, AChE dan TCPy
4.3.1 Hubungan Kegiatan Terpajan Pestisida terhadap Markah Pajanan
Hasil pengukuran markah pajanan CPF yaitu PON-1, aktivitas AChE eritrosit dan
TCPy urin ditampilkan dalam Tabel 4.10. Karena keterbatasan jumlah sampel urin
yang tersedia, hanya 132 subjek dengan hasil pemeriksaan TCPy yang dapat
dikoreksi dengan kreatinin urin.

Tabel 4.10. Profil Markah Pajanan Klorpirifos

Markah Median (min-maks)
TCPy (ppb) 2,43 (0,32-26,55)
TCPy (ug/g kreatinin); n=132 2,31 (0,17-49,12)
PON-1 (mol/L) 120,93 (49,55-196,57)
Aktivitas AChE (U/g Hematokrit) 8,03 (4,15-14,13)

Hubungan antara kadar markah pajanan CPF dengan sejumlah faktor yang
berkontribusi yaitu karakteristik individu dan kegiata terpajan pestisida ditampilkan
pada Tabel 4.11. dan Tabel 4.12. Kebiasaan merokok memengaruhi kadar TCPy
dan aktivitas AChE. Waktu aplikasi pestisida, jumlah jenis pestisida yang
digunakan dan sejumlah kebiasaan dalam kegiatan pengaplikasian pestisida,
merupakan faktor okupasi yang secara bermakna terkait dengan kadar TCPy dan
aktivitas AChE pada subjek. Tidak didapatkan perbedaan kadar PON-1 pada subjek

penelitian berdasarkan faktor-faktor yang diuji.

Kadar AChE dianalisis terhadap sejumlah variabel kontributor menggunakan
regresi linier sederhana seperti disajikan pada Tabel 4.13. Umur, kebiasaan
merokok, kadar TCPy, hari setelah aplikasi, DPK, dan waktu aplikasi
diikutsertakan ke dalam model analisis refresi linier ganda. Aktivitas AChE eritrosit
pada subjek penelitian berhubungan dengan DPK, umur, kadar TCPy, dan lamanya
hari setelah aplikasi. Subjek dengan DPK tinggi akan memiliki aktivitas AChE
yang lebih rendah, sementara itu kadar TCPy yang lebih tinggi dan usia yang lebih
tua berhubungan positif dengan AChE (Tabel 4.14).
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Tabel 4.13. Analisis Regresi Linier Sederhana antara Variabel yang
Berkontribusi terhadap AChE

Kontributor B SE (B) Beta IK 95% p
Umur 0,07 0,02 0,32 0,04 ;0,10 < 0,001
Sex 0,07 0,55 0,01 1,01;1,15 0,897
IMT -0,04 0,06 -0,06 -0,15; 0,07 0,441
Kebiasaan merokok 0,75 0,31 0,19 0,13; 1,36 0,018
TCPy 0,08 0,02 0,32 0,04;0,12 < 0,001
Hari setelah aplikasi  -0,43 0,09 -0,38 -0,61;-0,26 <0,001
DPK 1,06 0,31 0,27 0,45 ;1,66 0,001
Waktu aplikasi -1,24 0,31 -0,31 -1,85;-0,63 <0,001

Tabel 4.14. Analisis Regresi Linier Ganda antara Variabel yang
Berkontribusi terhadap AChE

Kontributor B SE (B) Beta IK 95% p
Konstanta 4,58 0,86 2,89 ;6,28 < 0,001
DPK 1,22 0,28 0,31 0,66 ; 1,79 < 0,001
Umur 0,06 0,02 0,30 0,03; 0,09 < 0,001
Hari setelah aplikasi  -0,30 0,08 -0,27 -0,46; -0,13 < 0,001
TCPy 0,06 0,02 0,24 0,02; 0,10 0,004

B = Parameter estimate; SE (B) = Standar eror untuk B
R?=0,35; R? suaian = 0,32

DPK: tinggi (referensi) atau rendah

Umur dalam tahun (numerik)

Hari setelah aplikasi (numerik)

TCPy urin dalam pg/g kreatinin (numerik)

4.3.2 Hubungan Variasi Genetik CYP2B6, CYP2C19 dan Kegiatan Terpajan
Pestisida terhadap Kadar TCPy
Variasi genetik pada CYP2B6 berhubungan dengan kadar TCPy dalam urin seperti
yang ditampilkan dalam Tabel 4.15. Kadar TCPy tertinggi berada pada kelompok
*1/*1 dan secara bermakna berbeda dengan kelompok *1/*6 maupun *6/*6.
Analisis post-hoc menggunakan Mann-Whitney U antara *1/*1 dengan *1/*6 dan
*6/*6 menunjukkan perbedaan berturut-turut pada p = 0,039 dan p = 0,002. Tabel
4.16. menampilkan hubungan antara konsentrasi TCPy dan faktor yang
berkontribusi. Seluruh variabel yang berhubungan dengan kadar TCPy urin pada
tingkat kemaknaan p < 0,20 dalam analisis regresi linier sederhana bersama dengan

variabel CYP2C19 dan DPK diikutsertakan dalam analisis regresi linier ganda.
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Tabel 4.15. Kadar TCPy Berdasarkan Variasi Genetik Subjek Penelitian

Variasi Genetik n TCPy* plw

CYP2B6 *1/%1 41 4,53 (0,39-49,12) 0,005
*1/*6 67 2,21 (0,53-22,22)
*6/*6 24 1,66 (0,17-20,74)

CYP2C19 *2/*2 8 2,15 (0,17-15,54) 0,466
*1/*2 32 1,09 (0,53-22,22)
*1/*3 8 4,91 (1,34-30,61)
*1/*1 84 2,52 (0,39-49,12)

* Median (minimum-maksimum) TCPy dalam Hg/g kreatinin
kw: Kruskal Wallis

Tabel 4.16. Analisis Regresi Linier Sederhana antara Variabel yang
Berkontribusi terhadap TCPy

Kontributor B SE (B) Beta IK 95% p
Umur 0,13 0,07 0,16 -0,01; 0,26 0,073
Jenis kelamin -1,76 2,24 -0,07 -6,19; 2,66 0,431
IMT -0,57 0,22 -0,22  -1,02;-0,13 0,012
Kebiasaan merokok 3,36 1,30 0,22 0,78 ;5,93 0,011
CYP2B6 -3,05 0,93 -0,28  -4,89;-1,21 0,001
CYP2C19 0,54 0,65 0,07 -0,75;1,83 0,408
PON-1 0,03 0,02 0,13 -0,01; 0,07 0,130
Hari setelah aplikasi -1,25 0,36 -029 -196;-0,54 <0,001
DPK -1,64 1,33 -0,11 -4,27 ;0,99 0,220
Waktu aplikasi -4,30 1,34 -0,27  -6,95;-1,64 0,002

Tabel 4.17. Analisis Regresi Linier Ganda antara Variabel yang
Berkontribusi terhadap TCPy

Kontributor B SE (B) Beta 1K 95% p
Konstanta 22,61 4,82 13,08 ; 32,15 < 0,001
CYP2B6 -2,66 0,86 -0,24 -4,36 ; -0,95 0,002
Kebiasaan merokok 3,61 1,24 0,24 1,17 ; 6,05 0,004
IMT -0,57 0,21 -0,22 -0,98 ; -0,16 0,006
DPK -3,11 1,22 -0,21 -5,52;-0,70 0,012
Waktu aplikasi -3,21 1,28 -0,20 -5,74 ; -0,67 0,014

B = Parameter estimate; SE (B) = Standar eror untuk B
R?=0,24; R? suaian= 0,21

CYP2B6*6: *1/*1 (referensi) atau *1/*6 atau *6/*6

Kebiasaan merokok: merokok (referensi) atau tidak merokok
Indeks massa tubuh dalam kg/m? (numerik)

DPK: tinggi (referensi) atau rendah

Waktu aplikasi: selain pagi hari (referensi) atau selalu pagi hari
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Model akhir pada Tabel 4.17. memperlihatkan bahwa kadar TCPy yang lebih tinggi
didapatkan pada subjek dengan genotipe CYP2B6*1/*1 (p = 0,002). Indeks massa
tubuh (p = 0,006) berhubungan negatif dengan kadar TCPy sedangkan mereka yang
diklasifikasikan sebagai tidak merokok (p = 0,004) atau tergabung pada kelompok
DPK tinggi (p = 0,012) atau melakukan penyemprotan pada waktu selain pagi hari
(p = 0,014) memiliki konsentrasi TCPy yang lebih tinggi.

4.4 Pemeriksaan Tiroid pada Penyemprot Pestisida Klorpirifos

Hasil pemeriksaan parameter laboratorium terkait tiroid yang terdiri atas TSH, FT4
dan tiroglobulin ditampilkan dalam Tabel 4.18. Konsentrasi ekskresi yodium urin
di antara populasi penelitian ini berada pada tingkat yang memadai dengan median
(minimum-maksimum) konsentrasi sebesar 173,5 (69,1-761,6) pg/L dan hasil
parameter tiroid ini secara umum masih berada dalam rentang normal pada nilai
referensi alat. Rasio tiroglobulin terhadap FT4 merupakan hasil perhitungan
langsung nilai tiroglobulin dikali 100, sebagai konversi satuan, dibagi dengan nilai
FT4.

Tabel 4.18. Profil Parameter Pemeriksaan Tiroid

Pemeriksaan tiroid Median (minimum-maksimum)
TSH (ulU/mL) 1,46 (0,01-10,30)
FT4 (ng/dL) 1,17 (0,79-6,85)
Tiroglobulin (ng/mL) 7,87 (0,43-76,92)
Rasio Tg/FT4 (x10%) 6,23 (0,37-91,57)

Tabel 4.19. menampilkan kros-tabulasi fungsi tiroid yang dikelompokkan
berdasarkan DPK. Proporsi subjek dengan TSH, tiroglobulin, dan FT4 abnormal
masing-masing adalah 3,9%, 17,2%, dan 9,3%. Semua subjek dengan TSH
abnormal berada pada kelompok pajanan kumulatif tinggi. Proporsi subjek dengan
FT4 yang abnormal sebesar 7.3%, terutama mereka memiliki konsentrasi FT4
rendah, namun proporsinya tidak berhubungan dengan DPK. Median rasio Tg/FT4
pada kelompok DPK tinggi lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok DPK
rendah.
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Menurut karakteristik sosiodemografi pada Tabel 4.20. konsentrasi FT4 pada petani
laki-laki lebih tinggi daripada perempuan. Kadar TSH di antara perokok lebih
rendah daripada non-perokok tetapi perbedaannya tidak bermakna, sementara
tiroglobulin dan FT4 pada perokok lebih tinggi daripada non-perokok. Pada Tabel
4.21. subjek yang menggunakan < 3 jenis pestisida memiliki median TSH yang
lebih tinggi namun jenis kombinasi pestisida tidak berhubungan dengan fungsi
tiroid. Subjek yang jarang atau tidak pernah menyeka keringat dengan pakaian kerja
memiliki median TSH yang lebih tinggi. Rerata kadar tiroglobulin dan TSH yang
lebih tinggi secara bermakna juga ditemukan pada kelompok DPK tinggi. Namun,
tidak ada perbedaan yang bermakna dalam kadar tiroglobulin dan FT4 menurut

karakteristik pekerjaan subjek.

Tabel 4.22. Analisis Regresi Linier Sederhana antara Variabel yang
Berkontribusi terhadap TSH

Kontributor B SE (B) Beta IK 95% p
Umur 0,01 0,01 0,07 -0,01; 0,03 0,428
Jenis kelamin -0,04 0,38 -0,01 -0,79; 0,70 0,908
IMT 0,07 0,04 0,15 -0,01;0,14 0,073
Kebiasaan merokok 0,03 0,22 0,01 -0,40; 0,42 0,890
Ekskresi yodium urin -0,002 0,001 -0,16 -0,004 ; < -0,001 0,044
Tiroglobulin 0,064 0,01 0,43 0,04 ;0,09 < 0,001
FT4 -0,43 0,22 -0,16 -0,86 ; -0,002 0,049
Rasio Tg/FT4 0,08 0,01 0,52 0,06 ;0,10 < 0,001
Hari setelah aplikasi 0,14 0,06 0,18 0,02 ;0,27 0,023
DPK -0,75 0,21 -0,28 -1,17 ; -0,334 < 0,001
Jumlah jenis pestisida 0,56 0,24 0,19 0,10; 1,03 0,018
Waktu aplikasi 0,34 0,22 0,12 -0,10; 0,77 0,131

Tabel 4.22. menampilkan hubungan antara kadar TSH dan faktor yang potensial
berkontribusi. Menggunakan regresi linier sederhana, diperoleh sejumlah variabel
yang terkait dengan TSH pada tingkat kemaknaan p < 0,20 dan oleh karenanya
diikutsertakan ke dalam model multivariat, kecuali tiroglobulin karena terdapat
kolinearitas dengan rasio Tg/FT4. Melalui prosedur stepwise yang ditampilkan
pada Tabel 4.23. rasio Tg/FT4, DPK, jumlah hari setelah penyemprotan, ekskresi
yodium urin (EYU) dan FT4 dipertahankan dalam model akhir. Kadar TSH lebih
tinggi diperoleh pada kelompok yang terpajan tinggi (p = 0,002). Kadar EYU (p =
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0,026) dan FT4 (p = 0,033) berhubungan negatif dengan kadar TSH sedangkan
rasio Tg/FT4 (p < 0,001) dan jumlah hari setelah penyemprotan (p = 0,003)
berhubungan positif dengan TSH.

Tabel 4.23. Analisis Regresi Linier Ganda antara Variabel yang
Berkontribusi terhadap TSH

Kontributor B SE (B) Beta IK 95% p
Konstanta 1,95 0,34 1,28; 2,61 < 0,001
Rasio Tg/FT4 0,07 0,01 0,45 0,05; 0,09 < 0,001
DPK -0,58 0,18 -0,22 -0,94;-0,23 0,002
Hari setelah aplikasi 0,16 0,05 0,20 0,06 ; 0,26 0,003
EYU -0,002 0,000 -0,45 -0,003;<-0,001 0,026
FT4 -0,39 0,18 -0,14 -0,74;-0,03 0,033

B = Parameter estimate; SE (B) = Standar eror untuk B
R? = 0,38; R? suaian= 0,36

Rasio Tg/FT4 (humerik)

DPK: tinggi (referensi) atau rendah

Hari setelah aplikasi (numerik)

Ekskresi yodium urin (EYU) dalam pg/L (Numerik)
FT4 dalam pg/L (numerik)

4.5 Interaksi Dosis Pajanan Kumulatif Klorpirifos, Markah Kerentanan,
Markah Pajanan dan Efeknya terhadap Tiroid

Analisis jalur (Path analysis) dilakukan dengan program JASP versi 0.14.1
(University of Amsterdam) untuk menguji model hubungan kausalitas faktor-faktor
yang berkontribusi terhadap fungsi tiroid. Variabel eksogen dalam model adalah
CYP2B6, FT4, EYU dan DPK, sementara variabel endogen terdiri dari TCPy,
AChE, DPK, rasio Tg/FT4 dan TSH. Pada tahap awal, model analisis jalur di
Gambar 4.2. dikonstruksikan berdasarkan teori dan hasil analisis regresi linier.
Polimorfisme genetik CYP2B6 diuji sebagai variabel independen untuk TCPy,
sementara FT4, EYU, rasio Tg/FT4, DPK, dan AChE diuji sebagai variabel
independen untuk TSH.
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CYP2B6 TCPy FT4 EYU
A \/
- Rasio
DPK > Tgrma [ 3| ™
v
AChE

Gambar 4.2. Konstruksi Model Analisis Jalur Faktor Risiko terhadap Kadar
TSH
Keterangan gambar:

-> panah 1 arah: hubungan regresi; <> panah 2 arah: korelasi

-0,248
cypops  —o22d) TCPy
0,212 Rasio 0,490
DPK : > 490 o
, S'g’ggl p=0,013 Tg/FT4 p < 0,001 TSH
(-0,272)\_/
p < 0,001
7 0,175
p=0,018
AChE

Gambar 4.3. Model Akhir Analisis Jalur Faktor Risiko terhadap Kadar TSH
Keterangan gambar:

-> panah 1 arah: hubungan regresi disertai dengan koefisien regresi

<> panah 2 arah: korelasi disertai dengan koefisien korelasi

(-): koefisien regresi negatif

CYP2B6: O (referensi; *1/*1), 1 (*1/*6), 2 (*6/*6)

DPK: O (referensi; DPK rendah), 1 (DPK tinggi)
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Uji parameter ketepatan model:
n = 132; ¥? (df) = 4,512 (6); p = 0,608

Comparative Fit Index (CFI) : 1,000
Tucker-Lewis Index (TLI) : 1,043
Bentler-Bonett Normed Fit Index (NFI) : 0,953
Goodness of Fit Index (GFI) : 0,984
RMSEA : 0,000
SRMR : 0,039
R? terhadap TSH : 0,307

Hasil analisis terhadap parameter ketepatan model menunjukkan bahwa model pada
Gambar 4.3. merupakan model yang fit karena memenuhi kriteria nilai p Chi-
Square > 0,05; CFI > 0,90; TFI, NFI dan GFI > 0,95; serta RMSEA dan SRMR <
0,08.

Model akhir dalam Gambar 4.3. menunjukkan bahwa rasio Tg/FT4 ( = 0,490; p <
0,001) dan DPK (B = 0,175; p = 0,018) memiliki efek langsung positif terhadap
TSH. Efek tidak langsung DPK pada TSH didapati melalui rasio Tg/FT4 sebesar
0,104 dan bersama efek langsung sebesar 0,175 memberikan efek total terhadap
TSH sebesar 0,279. AChE dan TCPy memiliki korelasi positif. Seluruh koefisien
dalam analisis jalur bermakna pada p < 0,05 dan model ini dapat menjelaskan
30,7% varian TSH pada subjek.
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BAB 5
PEMBAHASAN

Sektor pertanian di Indonesia ditandai dengan tingginya keterlibatan petani di
sektor pertanian informal dan banyak menggunakan insektisida untuk membasmi
hama. Perilaku penggunaan insektisida, khususnya CPF, yang buruk akibat
penggunaan dengan konsentrasi berlebihan dan frekuensi lebih sering berpotensi
mengganggu kelenjar tiroid. Penelitian ini bertujuan memperjelas peran pajanan
CPF berupa DPK, PON-1, AChE, TCPy bersama variasi genetik CYP2B6 dan
CYP2C19 terhadap kejadian disrupsi tiroid pada penyemprot pestisida. Di bawah

ini adalah pembahasan atas hasil penelitian.

5.1 Karakteristik Pajanan Kumulatif Populasi Penelitian

5.1.1 Estimasi Dosis Pajanan Kumulatif

Berdasarkan rerata usia subjek, penggunaan pestisida pada aktivitas pertanian dan
jumlah hari penyemprotan dalam setahun menunjukkan bahwa petani telah
menjalani sebagian besar hidup mereka pada profesi ini. Hal ini diperkuat dengan
penjelasan dari petani yang berpartisipasi dalam penelitian ini, bahwa metode
pertanian serta praktik kerja mereka merupakan warisan turun-temurun dan telah
dilaksanakan selama bertahun-tahun. Tingkat pajanan kumulatif diestimasi
menggunakan metode yang tervalidasi dalam Agricultural Health Study®®
berdasarkan hasil pengamatan dan wawancara. Skor intensitas pajanan dalam
algoritme yang dipergunakan dalam penelitian ini memiliki reliabilitas yang
baik.1% Wawancara terstruktur yang dilakukan dapat meningkatkan keakuratan
informasi yang diperoleh sekaligus mengonfirmasi konsistensi jawaban yang
diberikan oleh subjek. Di sisi lain, estimasi yang dilakukan akan memberikan hasil
yang lebih tajam bila disertai dengan pengamatan langsung terhadap setiap
parameter yang dinilai sebagai konfirmasi terhadap informasi yang disampaikan
oleh subjek. Namun hal ini tentunya membutuhkan waktu dan sumber daya
manusia (petugas) yang harus secara khusus melakukan aktivitas tersebut, sehingga
bila dilakukan pada populasi penelitian yang cukup besar akan memiliki tingkat
kesulitan tersendiri. Sebagai alternatif upaya terhadap kendala tersebut,
pengamatan aktivitas pertanian dapat dilakukan bersama dengan strategi similar

exposure group pada populasi penelitian.
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Tingkat intensitas pajanan pada kelompok DPK tinggi secara bermakna lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok DPK rendah karena nilai estimasi yang secara
bermakna lebih tinggi untuk sejumlah komponen utama yaitu penggunaan APD,
praktik kebersihan pribadi, dan penanganan dalam kontak langsung terhadap
pestisida. Karena penggunaan APD dengan benar sangat penting dalam strategi
pengendalian pajanan, keadaan tidak menggunakan APD yang tepat akan
menghasilkan dosis internal yang lebih tinggi. Beberapa penelitian telah membahas
bukti manfaat penggunaan APD yang tepat yang secara bermakna terkait dengan
metabolit dimetil yang lebih rendah!®*, konsentrasi DAP yang lebih rendah'® dan
penggunaan coverall selama penanganan dan penyemprotan pestisida secara

bermakna terkait dengan tingkat metabolit OP yang lebih rendah.%

Kondisi pertanian setempat maupun sejumlah karakteristik yang tidak dinilai dalam
algoritme ini di antaranya kontak dengan tanaman yang telah disemprot, kondisi
lingkungan (suhu, angin) saat penyemprotan, dan penggunaan bahan tambahan lain
pada pestisida dapat memiliki pengaruh pada estimasi pajanan yang dilakukan,
namun pengaruhnya tidaklah substansial.’?1% Sebaliknya, dalam penelitian ini
didapatkan bahwa penggunaan pakaian berlengan panjang dan celana panjang saat
menyemprotkan pestisida, rerata volume campuran pestisida yang disemprot dan
luas lahan yang diolah menunjukkan hubungan yang bermakna dengan DPK pada
subjek penelitian, menjadikannya variabel yang penting untuk diperhitungkan
dalam estimasi DPK.

5.1.2 Upaya Perlindungan terhadap Pajanan

Petani di sektor pertanian skala kecil yang dicirikan memiliki kesadaran yang
rendah tentang konsekuensi kesehatan akibat pajanan pestisida, pengetahuan yang
terbatas tentang praktik penanganan pestisida yang tepat, dan juga penggunaan alat
pelindung diri (APD) tingkat rendah, mungkin tidak menyadari bahwa mereka
rentan terhadap dampak kesehatan akibat pajanan CPF.1%-1!! Keadaan yang tidak

jauh berbeda juga ditemukan pada subjek penelitian ini.

Pajanan melalui kulit dan inhalasi merupakan rute utama pajanan pestisida
pertanian.’'? Semua CPF dan sebagian besar pestisida tambahan yang digunakan

oleh subjek penelitian berada dalam konsentrat emulsi yang dapat diserap melalui
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kontak kulit. Dengan demikian, kontak langsung harus dihindari, dan pelindung
kulit yang tepat seperti penggunaan sarung tangan kimia, atau coverall diharapkan

dapat mengurangi dosis pajanan,'*3

akan tetapi faktanya adalah bahwa sebagian
besar subjek penelitian melaporkan adanya kontak langsung maupun terpercik atau
terkena tumpahan pestisida dalam aktivitas pertanian yang dilakukan. Sementara
itu di sisi lain, proporsi penggunaan APD yang baik dalam populasi penelitian ini
hanya 2% sedangkan proporsi petani yang tidak menggunakan APD sama sekali
adalah 15% yang dapat menggambarkan risiko petani terhadap potensi dampak
kesehatan akibat pajanan pestisida. Kondisi serupa tentang rendahnya frekuensi
penggunaan APD ini telah dilaporkan oleh sejumlah penelitian pada pekerja
pertanian di berbagai negara.!'%11415 APD yang paling sering digunakan dalam
populasi penelitian ini adalah masker dan sepatu bot yang pada umumnya tidak
memberikan perlindungan yang cukup terhadap pajanan CPF. Namun, peneliti juga
menemukan bahwa pemakaian pakaian lengan panjang dan celana panjang saat
menyemprot pestisida berhubungan dengan DPK. Temuan ini relevan untuk
mengurangi dosis pajanan karena pakaian lengan panjang dan celana panjang
memberikan penghalang parsial terhadap kontak langsung karena percikan atau

tumpahan 112113

Hirarki pengendalian yang didefinisikan oleh National Institute for Occupational
Safety and Health (NIOSH) dimulai dengan langkah paling efektif yaitu eliminasi
atau menghilangkan bahaya, diikuti oleh substitusi, kontrol atau rekayasa teknis,
kontrol administratif, dan upaya yang paling tidak efektif yaitu penggunaan
APD.® Eliminasi, substitusi, dan kontrol/rekayasa teknis akan sangat sulit untuk
diterapkan dalam sektor pertanian informal sehingga hanya menyisakan 2 pilihan.
Kebanyakan individu akan sangat bergantung pada APD sebagai pilihan terakhir.
Namun, secara umum dapat diterima bahwa penggunaan APD saja tidak selalu
menghasilkan perlindungan yang memadai.*'” Oleh karenanya, pengendalian
administratif untuk mengubah cara kerja petani harus dilakukan bersamaan dengan
penggunaan APD. Sehubungan dengan praktik kebersihan diri dan penanganan
dalam kontak langsung terhadap pestisida, hampir seluruh subjek melaporkan telah
mandi dengan benar dan mengganti pakaian setelah penyemprotan, sesuai dengan

hasil dari penelitian lain.*'>!*® Namun data mengenai pengelolaan pakaian kerja
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misalnya dengan dicuci sebelum digunakan kembali tidak diperoleh dari subjek.
Semua petani juga mengaku mencuci tangan setelah penyemprotan, setelah terkena
pestisida dan sebelum makan. Hal ini cenderung lebih mewakili pengetahuan umum
ketimbang sikap maupun perilaku sehari-hari yang dapat bermanfaat dalam
pengendalian pajanan. Keadaan ini serupa dengan kondisi yang dilaporkan dalam
penelitian sebelumnya di Iran dan Indonesia bahwa tidak ada konsistensi antara
persepsi dan praktik kerja pada populasi yang diteliti.**™>® Namun demikian,
tindakan segera mengganti pakaian setelah terpajan pestisida secara bermakna
berhubungan dengan tingkat pajanan yang lebih rendah, sehingga praktik ini
menjadi penting dalam pengendalian pajanan, terutama untuk mengurangi waktu

pajanan melalui kontak kulit.1%

5.1.3 Karakteristik Penggunaan Pestisida

Penggunaan pestisida sesuai dengan petunjuk penggunaan hanya dilakukan oleh
sedikit petani. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa tingkat pendidikan
mendorong perilaku keselamatan di kalangan petani.!'®'?° Petani dengan tingkat
pendidikan yang lebih tinggi, pada umumnya memiliki kesadaran tentang perilaku
keselamatan yang lebih baik selama bekerja dengan pestisida. Pendidikan yang lebih
tinggi juga akan membantu petani untuk mendapatkan pengetahuan yang relevan
tentang praktik kerja yang dilakukan dan metode pemilihan APD yang tepat.!?! Di
luar aktivitas utama dalam kegiatan bertani di ladang, subjek penelitian mungkin
terpajan dengan pestisida dalam kegiatan pengelolaan benih yang dilakukan dalam
rangkaian aktivitas di antaranya berupa menyiapkan larutan fungsida, merendam
siung, mengeluarkan siung dari rendaman dan menyimpannya. Frekuensi
penyemprotan pestisida yang dilakukan melebihi anjuran penggunaan 1 kali per

minggu, menyebabkan dosis pajanan yang lebih besar akan diterima oleh petani.

Mengenai penggunaan pestisida gabungan, 94% dari subjek melaporkan
penggunakan dua atau lebih pestisida sebagai campuran dalam satu kesempatan
penyemprotan. Kondisi serupa yakni bahwa sebagian besar petani menggunakan
pestisida gabungan juga ditemukan di sejumlah negara lain.}'** Ethylene-bis-
dithio-carbamate (EBDC) mancozeb dan abamektin adalah fungisida dan

insektisida yang paling sering digunakan pada populasi penelitian ini dan serupa
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dengan penelitian sebelumnya.'?? Penggunaan pestisida tambahan bersama dengan
CPF menjadikan petani lebih rentan terhadap kemungkinan munculnya dampak
kesehatan yang tidak diinginkan. Hampir separuh dari subjek menggunakan
insektisida tambahan berbahan aktif abamektin atau beta siflutrin atau metomil.
Ketiga bahan aktif insektisida ini tergolong dalam kelas 1b menurut klasifikasi
WHO yang menunjukkan potensi toksisitas akut yang lebih besar. Walaupun tidak
ditemukan keterkaitan antara penggunaan insektisida tambahan ini dengan markah
pajanan maupun efek pada tiroid, namun penggunaan pestisida gabungan oleh
subjek harus tetap menjadi perhatian mengingat potensi interaksi campuran yang
digunakan dan kemungkinan toksisitas akut akibat penggunaan yang tidak aman.

Penjelasan di atas memberikan gambaran yang lebih jelas dan detil mengenai
karakteristik okupasi petani sektor informal di Jawa yang juga merepresentasikan
kondisi di sejumlah daerah lain di Indonesia maupun negara lain yaitu bahwa petani
sektor informal ditandai Kkarakteristik okupasi berupa tingginya proporsi
penggunaan pestisida gabungan, rendahnya frekuensi penggunaan APD terutama
pelindung kulit dan praktik kerja yang buruk dalam kekerapan kontak langsung
dengan pestisida. Keadaan ini juga disertai dengan tingginya volume pestisida yang
disemprotkan dan lahan olahan yang luas. Temuan ini sekaligus menunjukkan
kurangnya pengetahuan tentang cara penggunaan pestisida yang benar,

ketidaksadaran akan potensi dampak kesehatan, dan cara mengelola pajanan.

5.2 Markah Pajanan Klorpirifos

5.2.1 Efek Kegiatan Terpajan Pestisida terhadap PON-1

Paraoksonase-1 berperan dalam proses detoksifikasi CPF-O yang dihasilkan dari
metabolisme fase 1 CPF dalam hepar menjadi DEP dan TCPy.*® Kadar PON-1 pada
kelompok DPK tinggi dan perokok lebih rendah dibandingkan dengan kelompok
DPK rendah dan bukan perokok, namun perbedaan tersebut tidak bermakna.
Demikian juga dengan kadar PON-1 pada variabel kegiatan terpajan pestisida
lainnya yang tidak memberikan bukti adanya perbedaan. Tidak didapatkannya efek
pajanan CPF terhadap kadar PON-1 dalam penelitian ini mungkin terjadi karena
proses metabolisme CPF juga melibatkan sejumlah enzim di antaranya

karboksilesterase, butirilkolinesterase, dan CYP. Akan tetapi mengingat bahwa
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tidak dilakukan pemeriksaan kadar enzim-enzim tersebut, maka interaksi yang
mungkin ditimbulkannya bersama dengan PON-1 dalam metabolisme CPF tidak
dapat diketahui.

Kebiasaan merokok, pajanan organofosfat, konsumsi obat statin, hingga asupan diet
dapat memengaruhi aktivitas PON-1,%34% namun pengaruh terbesar berasal dari
polimorfisme genetik pada gen pengkodenya. Polimorfisme yang utama pada PON-
1 adalah Q192R dan L55M. SNPs Q192R berhubungan dengan aktivitas hidrolisis
enzim PON-1 sehingga dapat memengaruhi efisiensi reaksi katalisis dalam
metabolisme pestisida, sementara SNPs L55M mengubah kadar dan stabilitas
protein PON-1 pada plasma sehingga memengaruhi aktivitas enzimatiknya.3#39:8
Polimorfisme gen PON-1 tidak dianalisis dalam penelitian ini sehingga tidak
diketahui status variasi genetik pada subjek penelitian yang dapat memengaruhi
penilaian hubungan PON-1 dengan pajanan CPF.

5.2.2 Efek Kegiatan Terpajan Pestisida terhadap AChE

Aktivitas AChE pada subjek penelitian berhubungan dengan DPK, umur, hari
setelah aplikasi pestisida dan kadar TCPy. Aktivitas AChE eritrosit pada subjek
dengan DPK tinggi secara bermakna lebih rendah dibandingkan dengan kelompok
DPK rendah. Hal ini memberikan gambaran bahwa subjek terpajan dengan bahan
yang memiliki potensi inhibisi terhadap aktivitas AChE, di antaranya adalah
CPF.231 CPF merupakan inhibitor lemah terhadap aktivitas AChE,'! dan melalui
aktivasi ke dalam bentuk metabolit aktif CPF-O, potensi inhibisi terhadap AChE
menjadi lebih besar, oleh karenanya, aktivitas AChE yang menurun dapat
memberikan gambaran besarnya metabolit CPF-O yang menginhibisi AChE.
Dalam penelitian ini, pada setiap subjek hanya dilakukan 1 kali pemeriksaan AChE.
Ketiadaan data dasar pada setiap subjek menjadikannya tidak mungkin untuk
menilai penurunan aktivitas AChE sebelum dan setelah terpajan, namun aktivitas
AChE yang diukur saat ini merepresentasikan tingkat toksisitas pada tahap awal
pajanan dan selama proses pemulihan aktivitas yang berlangsung, sehingga tanpa
pajanan yang berulang aktivitas AChE diharapkan dapat pulih kembali setelah 82

hari atau mendekati masa hidup eritrosit.*?3
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Kadar TCPy berhubungan positif dengan aktivitas AChE. Hubungan antara kadar
TCPy dan AChE dalam beberapa studi masih belum konklusif. Hasil yang
diperoleh dalam studi ini tidak sejalan dengan hasil dari studi sebelumnya yang
menyatakan bahwa terdapat korelasi negatif antara kadar TCPy dengan AChE.*%*
Kadar TCPy dan AChE pada penelitian ini dipengaruhi oleh waktu pemeriksaan
(hari setelah aplikasi), yang dalam penelitian ini sangat tergantung kepada
komitmen kehadiran subjek sesuai jadwal yang ditetapkan. Selain itu, mengingat
bahwa TCPy menggambarkan besarnya metabolit yang dihasilkan dalam proses
metabolisme CPF dan konsentrasi TCPy mencerminkan pajanan terkini dengan
waktu paruh yang relatif singkat, maka analisis hubungan asosiasi dari TCPy lebih
tepat bila dilakukan terhadap besarnya inhibisi AChE daripada terhadap kadar
AChE sewaktu berdasarkan 1 kali pengukuran.

5.2.3 Efek Variasi Genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap TCPy

Studi saat ini menunjukkan bahwa polimorfisme CYP2B6*6 didapatkan pada setiap
2 dari 3 di antara populasi penelitian. Terhadap referensi pada Tabel 2.2. dan 2.3.
terlihat bahwa frekuensi alel minor (FAM) dari CYP2B6 785A>G dan 516G>T di
antara subjek penelitian serupa dengan populasi Iran dan populasi Timor, namun
lebih tinggi bila dibandingkan terhadap populasi Asia Timur. Prevalensi genotip
homozigot CYP2B6*6 pada populasi penelitian ini mirip dengan populasi Timor
tetapi lebih tinggi dibandingkan dengan populasi etnis Turki, Mesir, Iran, dan etnis
Han Cina (2,1-8,7%). Frekuensi alel minor CYP2C19*2 dan *3 pada populasi studi
ini serupa dengan populasi Han China, namun lebih tinggi dibandingkan dengan
populasi di Mesir dan khususnya FAM *2 lebih rendah dibandingkan Thailand.
Selain itu, tidak didapatkan perbedaan distribusi genotipe menurut kelompok jenis

kelamin atau kelompok DPK.

TCPy urin terdeteksi pada seluruh subjek penelitian. Namun, ditemukannya TCPy
yang terukur dalam urin tidak serta merta berarti akan menyebabkan efek kesehatan
yang merugikan, oleh karena itu, monitoring biologis TCPy di antara petani akan
memberikan informasi penting untuk menentukan apakah individu telah terpajan CPF
dalam jumlah tertentu. Kadar TCPy urin pada populasi penelitian ini serupa dengan

penelitian sebelumnya pada populasi umum.*?>*%” Namun demikian, dibandingkan
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dengan penelitian lain pada populasi yang terpajan CPF secara masif, hasil ini berada
jauh di bawahnya.'** Perbedaan sifat pajanan di antaranya konsentrasi pestisida,

metode aplikasi, atau kondisi iklim mungkin berkontribusi pada perbedaan hasil ini.

Hubungan linier kadar TCPy dengan kelompok polimorfisme gen CYP2B6*6
teramati dalam studi ini. Subjek pada kelompok *1/*1 memiliki konsentrasi TCPy
yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok *1/*6 dan *6/*6. Adanya variasi
genetik CYP dapat memengaruhi kerentanan terhadap potensi dampak kesehatan
atau sebaliknya potensi efek perlindungan pada subjek yang terpajan
xenobiotik.%®4® CYP2B6 adalah salah satu enzim terpenting dalam metabolisme
CPF, oleh karena itu individu dengan ekspresi CYP2B6 yang lebih tinggi, yaitu
CYP2B6*1/*1, lebih rentan terhadap pajanan CPF karena tingkat pembentukan
CPF-O yang lebih tinggi, yang ditunjukkan oleh kadar TCPy yang lebih besar.
Frekuensi genotip *1/*1 pada populasi penelitian ini lebih rendah dibandingkan
dengan populasi di China dan Mesir, memberikan informasi bahwa proporsi
populasi dengan kerentanan genetik yang lebih rendah terhadap dampak pajanan

CPF pada populasi penelitian ini lebih tinggi di bandingkan China dan Mesir.

Peran dan kemaknaan CYP450 (CYP) dalam biometabolisme pada manusia telah
dipelajari sebelumnya. CYP manusia diketahui memiliki beberapa peran penting
sehubungan dengan kemampuannya mengatalisis sejumlah besar metabolisme
obat-obatan dan bahan kimia termasuk pada metabolisme pestisida. Terdapat 57
gen fungsional CYP dengan 12 di antaranya mengode enzim yang bertanggung
jawab atas lebih dari 75% oksidasi fase 1.124344 Di antara gen fungsional tersebut,
CYP1, CYP2, dan CYP3 adalah gen utama yang berperan sangat penting.?
Beberapa insektisida OP termasuk CPF, diazinon, dan paration diaktifkan menjadi
bentuk oksonnya melalui reaksi yang dikatalisis oleh sejumlah CYP.2"47

Sejumlah CYP seperti CYP1A2, 3A4, 2D6, 2B6 dan 2C19 terlibat dalam
metabolisme CPF. CYP2B6 dan CYP2C19 merupakan CYP yang paling aktif
dengan CYP2B6 berperan dalam reaksi desulfurisasi (aktivasi) CPF sementara
CYP2C19 pada reaksi dearilasi (detoksifikasi).#"'?® Oleh karenanya individu
dengan ekspresi CYP2B6 yang tinggi dan CYP2C19 yang rendah lebih rentan

mengalami dampak pajanan.!! Mengikuti jalur bioaktivasi dan detoksifikasi CPF
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yang terutama diperantarai oleh CYP2B6 dan CYP2C19, terbentuklah metabolit
spesifik TCPy yang diekskresikan dalam urin.?”12® Qleh karena itu, kadar TCPy
yang merefleksikan besarnya estimasi penyerapan internal CPF, telah digunakan

sebagai markah pajanan CPF dalam sejumlah studi epidemiologi.®118.124

CYP2B6 sangat polimorfik dalam hal ekspresi dan aktivitas enzimatiknya yang
disebabkan oleh single nucleotide polymorphisms (SNPs) sehingga varian genetik
yang ada akan menyebabkan variabilitas antar-individu yang bermakna.>® CYP2B6
berperan besar dalam metabolisme bahan xenobiotik dan sejumlah obat terapeutik
yang penting seperti siklofosfamid, artemisinin dan efavirenz.*® Sehubungan
dengan perannya pada metabolisme CPF, CYP2B6 merupakan katalis yang paling
menonjol dalam bioaktivasi CPF. Alel CYP2B6*6 menunjukkan karakteristik alel
non-fungsional, dan karenanya dapat dikategorikan sebagai poor metabolizer.
Terjadinya aberrant splicing pada varian *6 menyebabkan hilangnya ekson 4-6
yang menyebabkan defek berupa mRNA fungsional dengan jumlah dan fungsi yang
sangat berkurang.®! Aktivitas kinetik pada varian CYP2B6*6 serupa dengan wild-
type namun diekspresikan pada tingkat yang lebih rendah sehingga terjadi

penurunan tajam dalam kemampuan pembentukan CPF-O.1044

CYP2C19 memiliki peran penting dalam proses detoksifikasi CPF menjadi metabolit
inaktif TCPy, namun adanya variasi genetik pada gen ini dapat memengaruhi fungsi
enzimatiknya. Alel CYP2C19*2, *3, *4, *5, *6, *7, *8 diketahui merupakan alel non-
fungsional, akan tetapi alel selain *2 dan *3 frekuensinya sangat kecil pada populasi
Asia khususnya Asia Timur. Varian CYP2C19*2 dan *3 menghasilkan premature
stop codon yang merupakan non-functional protein.*>? Oleh karena itu, varian
homozigot CYP2C19*2 dan *3 disebut dengan poor metabolizer dan heterozigot
*1/*2 atau *1/*3 sebagai intermediate metabolizer karena memiliki aktivitas
enzimatik yang lebih rendah yang mengakibatkan menurunnya proses detoksifikasi
CPF.1%43 Hasil penelitian saat ini tidak menunjukkan adanya perbedaan kadar TCPy
berdasarkan variasi genetik CYP2C19 dan serupa dengan studi sebelumnya.'® Hal ini
dapat dijelaskan melalui pemahaman bahwa proses metabolisme CPF berlangsung
cukup kompleks dengan keterlibatan PON-1, kolinesterase, dan sejumlah enzim

CYP. Pada proses ini, bioaktivasi CPF menjadi CPF-O yang diperantarai oleh
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CYP2B6 diperkirakan lebih dominan dibandingkan proses detoksifikasi CPF
menjadi TCPy oleh CYP2C19, mengindikasikan bahwa CYP2B6 berperan sentral
dalam keseimbangan metabolisme CPF. Keterlibatan enzim CYP lain seperti
CYP3A4 dan 1A2 dapat mengkompensasi hilangnya fungsi detoksifikasi CPF pada
individu dengan gen CYP2C19 non-fungsional.1%3*

5.2.4 Efek Kegiatan Terpajan Pestisida terhadap TCPy

Analisis statistik menunjukkan bahwa DPK, kebiasaan merokok, IMT, dan waktu
aplikasi bersama dengan variasi genetik CYP2B6 berhubungan dengan konsentrasi
TCPy urin pada subjek. TCPy sebagai metabolit spesifik pajanan CPF berhubungan
positif dengan DPK dengan kelompok DPK tinggi yang ditandai dengan frekuensi
penggunaan APD yang rendah dan praktik kerja yang buruk memiliki konsentrasi

TCPy yang lebih tinggi.

TCPy urin secara bermakna lebih rendah di antara perokok daripada non-perokok,
pola ini mirip dengan penelitian sebelumnya, dan gangguan dalam metabolisme
atau eliminasi xenobiotik yang terjadi pada perokok mungkin menjadi
penyebabnya.!3%13! pengukuran TCPy menggunakan urin sewaktu menunjukkan
variabilitas dari waktu ke waktu pada individu yang terpajan CPF dari lingkungan.
Berdasarkan fakta bahwa konsentrasi TCPy urin mencerminkan pajanan CPF
terkini dan akan dieliminasi melalui urin dengan waktu paruh sekitar 27 jam,2"3
maka dapat dimengerti bahwa jumlah hari setelah pajanan berhubungan negatif

dengan konsentrasi TCPy.

Indeks massa tubuh (IMT) yang lebih tinggi dalam penelitian ini berhubungan
dengan kadar TCPy yang lebih rendah. Hal ini terjadi karena senyawa induk CPF
bersifat lipofilik, sehingga konsentrasi tertinggi terdapat dalam jaringan lemak atau
adiposa, yang mengarah pada dugaan bahwa jaringan lemak mungkin memainkan
peran penting dalam laju eliminasi CPF.3! Walaupun konsentrasi CPF pada jaringan
lemak sangat tinggi, namun CPF tidak terakumulasi secara bermakna pada jaringan
lemak karena waktu paruh eliminasinya kurang dari 3 hari. CPF yang terikat/
tersimpan sementara waktu pada jaringan lemak akan dilepaskan dan mengalami
metabolisme membentuk CPF-O sehingga efek yang ditimbulkan dapat berlangsung

dalam jangka waktu yang lebih panjang.?®3 Oleh karenanya, penting bagi setiap
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penyemprot pestisida untuk berada dalam keadaan gizi terbaik dengan IMT yang
ideal untuk mengurangi kemungkinan laju eliminasi CPF yang lebih lambat.

Mengenai waktu penyemprotan, pada pagi hari udara cenderung lebih tenang
daripada di waktu lain sehingga mengurangi risiko bahan kimia terhirup secara
tidak sengaja karena angin kencang. Suhu yang lebih rendah dan kelembaban yang
relatif lebih tinggi di pagi hari menyebabkan pestisida yang disemprotkan mungkin
tidak mengalami penguapan sebesar pada siang hari. Keadaan ini dapat mengurangi
potensi penyimpangan semprotan yang mengakibatkan pajanan inhalasi yang tidak
perlu dan oleh karena itu berdampak baik untuk perlindungan pribadi.t%2

5.3 Markah Efek Pajanan pada Parameter Terkait Tiroid Penyemprot CPF
5.3.1 Faktor yang Berkontribusi terhadap TSH

Kelenjar tiroid yang menghasilkan hormon tiroid (HT) memiliki peran penting
dalam tubuh manusia, karena terlibat dalam banyak aktivitas fisiologis dan bekerja
pada hampir semua jaringan tubuh termasuk peran utamanya dalam metabolisme
dan tumbuh kembang.t3313* Sekitar 11% dari populasi orang dewasa mengalami
disfungsi tiroid subklinis, membuatnya menjadi masalah kesehatan masyarakat
yang bermakna bagi masyarakat global.**>'% Berkenaan dengan potensi gangguan
endokrin oleh CPF pada fungsi tiroid, meskipun hubungan yang tepat masih
kontroversial, sejumlah studi epidemiologi telah melaporkan beberapa bukti

dampak potensial pajanan OP pada fungsi tiroid.8%137:138

Dalam studi ini, terdapat sejumlah faktor yang berkontribusi terhadap konsentrasi
TSH yaitu DPK, hari setelah aplikasi, EYU, rasio Tg/FT4, dan FT4. DPK yang
lebih tinggi dikaitkan dengan konsentrasi TSH yang lebih tinggi yang memberikan
bukti bahwa petani terpajan dengan zat yang berpotensi mengganggu tiroid. Rerata
atau median konsentrasi TSH pada subjek penelitian ini masih berada dalam
rentang nilai normal. Meskipun TSH dianggap sebagai biomarker utama untuk
mengevaluasi fungsi tiroid, namun konsentrasi yang berada dalam rentang nilai
normal tidak serta merta menunjukkan status hormon dalam jaringan tertentu.®
Proporsi konsentrasi TSH abnormal dalam populasi penelitian ini sedikit lebih
rendah daripada di antara petani di Thailand.*3® Namun, penelitian ini menunjukkan

bahwa semua subjek dengan konsentrasi TSH abnormal berada pada kelompok
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DPK tinggi dan median konsentrasi TSH secara bermakna lebih tinggi di antara
kelompok DPK tinggi dibandingkan DPK rendah.

Jumlah hari setelah penyemprotan berhubungan positif dengan konsentrasi TSH.
Kondisi ini mungkin menunjukkan bahwa petani terkena pajanan pestisida pada
tingkat tertentu yang lebih berpotensi menyebabkan efek kronik atau kumulatif
daripada efek akut pada tiroid. Di sisi lain, kadar EYU berhubungan negatif dengan
konsentrasi TSH pada subjek penelitian. Pemeriksaan EYU merupakan salah satu
parameter yang dipergunakan secara luas untuk menilai kecukupan asupan yodium
pada populasi. Yodium merupakan salah satu komponen penting dalam sintesis
hormon tiroid dan pada orang dewasa sebagian besar yodium yang dikonsumsi akan
diekskresikan melalui urin. Oleh sebab itu, median konsentrasi EYU dapat
merefleksikan kecukupan asupan yodium pada populasi penelitian ini. Peningkatan
konsentrasi TSH dalam keadaan asupan yodium yang rendah merupakan salah satu
mekanisme adaptasi terhadap defisiensi yodium. Defisiensi yodium yang
diindikasikan dengan EYU < 100 pg/L diketahui berhubungan dengan peningkatan
konsentrasi TSH dan sebaliknya kelebihan asupan yodium berlebihan berhubungan
dengan penurunan TSH pada populasi.t4%14

Rasio Tg/FT4 berhubungan dengan konsentrasi TSH dalam model regresi akhir.
Nilai median rasio Tg/FT4 sebesar 7,33 pada kelompok DPK tinggi secara
bermakna lebih tinggi dibandingkan dengan median 5,02 pada kelompok DPK
rendah yang mengindikasikan bahwa pada kelompok DPK tinggi mengalami
ketidakseimbangan hormonal yang lebih tinggi. Temuan ini ditunjang dengan fakta
bahwa walaupun tidak didapatkan perbedaan konsentrasi FT4 berdasarkan DPK,
namun konsentrasi FT4 pada subjek penelitian berhubungan negatif dengan TSH,
memberikan bukti terjadinya mekanisme umpan balik yang disebabkan oleh kadar

hormon tiroid yang beredar dalam sirkulasi.

Subjek penelitian ini merupakan petani yang menggunakan CPF selama kegiatan
pertanian, namun, 94% di antaranya menggunakan pestisida lain sebagai campuran
bagi CPF. Kondisi ini serupa dengan praktik penggunaan pestisida gabungan pada
petani di negara lain.®>'* Ditemukannya nilai median TSH yang lebih tinggi pada

subjek yang menggunakan < 3 pestisida membuka kemungkinan mengenai dampak
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yang ditimbulkan oleh interaksi kombinasi pestisida yang digunakan. Akan tetapi,
analisis pada penggunaan kombinasi CPF dengan pestisida kelas 1B atau karbamat
atau difenokonazol maupun piretroid ternyata tidak menunjukkan hubungan yang
bermakna terhadap fungsi tiroid subjek. Dengan menggunakan asumsi bahwa
semakin sedikit pestisida tambahan yang digunakan oleh petani akan diikuti oleh
peningkatan jumlah CPF yang digunakan sebagai agen utama untuk mengendalikan
hama, mungkin dapat menjelaskan sebagian keadaan petani yang menggunakan <
3 pestisida dan memiliki konsentrasi TSH yang lebih tinggi, namun tidak dapat

dijelaskan dengan keberadaan kombinasi pestisidanya.

Walaupun hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kombinasi pestisida tidak
berhubungan dengan fungsi tiroid, namun tidak serta merta dapat memastikan
bahwa CPF adalah satu-satunya agen yang memengaruhi fungsi tiroid pada subjek
penelitian. Kenyataan bahwa proporsi penggunaan EBDC mancozeb yang memiliki
efek inhibisi TPO cukup tinggi pada subjek penelitian dan kecenderungan untuk
menggunakan pestisida gabungan yang kompleks dalam praktik pertanian membuat
hampir tidak mungkin untuk menentukan satu pestisida atau kelas tertentu sebagai
agen penyebab gangguan tiroid. Hal ini disebabkan oleh beberapa mekanisme aksi
yang terlibat dan fakta bahwa setiap bahan kimia dapat berinteraksi satu sama lain
menghasilkan interaksi dosis-respons yang kompleks,**? dan interaksi tersebut

belum dapat dibuktikan melalui penelitian ini.

Setengah dari subjek penelitian memiliki kebiasaan merokok. Walaupun kebiasaan
merokok telah diketahui berkaitan dengan sejumlah masalah kesehatan, namun
mekanisme pasti hubungan antara kebiasaan merokok dengan tiroid masih belum
diketahui sehingga membutuhkan penelitian lebih lanjut. Dalam studi ini tidak
didapatkan hubungan antara kebiasaan merokok dengan TSH, namun studi terdahulu
melaporkan adanya perubahan fungsi tiroid akibat rokok sebagai akibat inhibisi tiroid
peroksidase (TPO).1*® Karena merokok selama penyemprotan pestisida adalah
praktik umum di lingkungan pertanian,*445 potensi pajanan pestisida secara oral
juga dapat terjadi jika tangan yang terkontaminasi tidak dicuci dengan benar sebelum
melakukan aktivitas tersebut, menjadikannya faktor risiko yang penting dalam

hubungannya dengan pajanan pestisida.

Universitas Indonesia



86

5.3.2 Disrupsi Tiroid

Sejumlah studi epidemiologi mengenai dampak pajanan pestisida pada tiroid yang
dipublikasikan sejauh ini menyebutkan pajanan pestisida menurunkan hormon tiroid
dalam sirkulasi dan meningkatkan konsentrasi TSH. Didapatkan bukti bahwa
peningkatan hormon TSH dan penurunan T3 terkait dengan peningkatan total
metabolit OP.#* Studi lain melaporkan hubungan antara TCPy yang merupakan
metabolit spesifik CPF terhadap peningkatan kadar TSH dan juga diduga terdapat
hubungan negatif antara kadar TCPy dengan FT4.8314 Dj antara pria dewasa yang
melakukan aktivitas penyemprotan pestisida, pajanan OP dan organoklorin mungkin
menyebabkan penurunan kadar hormon serum T3 dan T4 serta peningkatan kadar
TSH.® Kondisi serupa ditemukan dalam penelitian lain yang menunjukkan fungsi
tiroid, terutama pada pria, dipengaruhi oleh pajanan kumulatif pestisida pertanian
maupun pajanan terkini di tempat kerjanya dan mengakibatkan peningkatan TSH
disertai dengan penurunan FT4.!® Lamanya penggunaan pestisida juga diketahui
berhubungan dengan peningkatan TSH pada laki-laki penyemprot pestisida dalam
Agricultural Health Study.#’

Selain itu, penelitian pada hewan coba menunjukkan bahwa CPF berhubungan
dengan gangguan tiroid. Secara in-vivo, sebuah penelitian pada tikus melaporkan
bahwa CPF dapat menginduksi perubahan tiroid dengan penurunan kadar T4 dan
peningkatan ukuran sel.’® Penelitian lain menunjukkan hasil yang serupa dengan
penurunan serum T3 dan T4 dan peningkatan TSH yang diduga dikaitkan dengan
kerusakan struktural olen CPF pada jaringan tiroid.*® Kerusakan folikel tiroid yang
dikaitkan dengan pajanan CPF juga dilaporkan oleh beberapa studi lain. %150
Kemungkinan mekanisme penyebab kerusakan jaringan tiroid akibat pajanan CPF
diduga melalui pembentukan radikal bebas atau reactive oxygen species (ROS)
yang menginduksi terjadinya stress oksidatif dan kerusakan kronik pada jaringan
tiroid dengan akibat menurunnya produksi hormon tiroid. Bukti terjadinya stress
oksidatif ditunjukkan dengan meningkatnya kadar malondialdehid (MDA) yang
merupakan markah peroksidase lipid pada jaringan tiroid setelah pemberian CPF
dan sebaliknya terjadi penurunan kadar MDA setelah pemberian antioksidan, 148150

Tahapan biosintesis hormon tiroid dan sekresi tiroglobulin sangat bergantung pada
TSH, oleh karena itu konsentrasi tiroglobulin akan meningkat mengikuti stimulasi
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TSH selama sintesis hormon tiroid.®® Sintesis hormon tiroid juga membutuhkan
peran besar dari enzim tiroid peroksidase (TPO) dalam proses organifikasi dan
coupling. Dimulai dengan sekresi TSH oleh hipofisis anterior sebagai respons
terhadap umpan balik dari konsentrasi hormon tiroid dalam sirkulasi yang
selanjutnya merangsang kelenjar tiroid untuk memproduksi hormon tiroid. TSH
yang berikatan dengan reseptor TSH mengatur ambilan iodida sehingga iodinasi
tirosin pada tiroglobulin, suatu glikoprotein besar yang berfungsi sebagai
penyimpan iodida dan berperan penting dalam hormonogenesis tiroid, dapat

dimulai dan diikuti oleh serangkaian langkah sintesis hormon tiroid.%86%1°1

Di antara sejumlah kondisi yang dapat menyebabkan gangguan pada tiroid, kejadian
tiroiditis autoimun merupakan salah satu penyebab penting kejadian hipotiroid.
Terjadinya peradangan kronik yang mengarah pada kerusakan kelenjar tiroid secara
bertahap dan progresif menyebabkan kelenjar tiroid tidak mampu menyintesis
hormon tiroid yang cukup untuk memenuhi kebutuhan jaringan perifer.”” Salah satu
penanda penyakit tiroid autoimun adalah ditemukannya antibodi TPO yang berefek
pada inhibisi TPO dalam sintesis hormon tiroid.”® Dalam studi ini tidak dilakukan
pemeriksaan antibodi TPO untuk melihat secara objektif kemungkinan kejadian
tiroiditis autoimun pada subjek penelitian, sehingga peran antibodi TPO terhadap

disrupsi tiroid pada penyemprot pestisida CPF belum dapat disingkirkan.

Pada penelitian ini, kadar TSH kelompok DPK tinggi lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok DPK rendah. Konsentrasi FT4 berhubungan negatif terhadap
TSH, sebaliknya rasio Tg/FT4 berhubungan positif dengan TSH. Hal tersebut
memunculkan pendapat bahwa kerusakan folikel tiroid akibat pajanan CPF
memberi pengaruh negatif yang lebih besar kepada jalur sintesis hormon
dibandingkan pada sintesis tiroglobulin. Menggunakan argumentasi bahwa CPF
menyebabkan kerusakan pada epitelial folikel tiroid, maka dapat dimengerti bahwa
proses sintesis hormon tiroid dan sintesis tiroglobulin tidak dapat berlangsung
dengan optimal pada folikel tiroid yang mengalami degenerasi, deskuamasi, dan
obliterasi lumen koloidal. Gangguan dalam proses sintesis hormon tiroid ini
mengakibatkan berkurangnya hormon tiroid yang dihasilkan dan memicu

terjadinya mekanisme umpan balik, mengakibatkan peningkatan sekresi TSH oleh
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hipofisis. Peningkatan TSH memulai proses sintesis hormon tiroid sekaligus
menstimulasi sintesis tiroglobulin yang berperan sebagai bahan baku produksi
hormon. Oleh karenanya, kadar TSH yang meningkat dan perbandingan kadar
tiroglobulin terhadap kadar FT4 dianggap berpotensi menjadi faktor yang
menggambarkan disrupsi fungsi tiroid akibat pajanan CPF. Fenomena tersebut
teramati dalam penelitian saat ini yang sekaligus memberikan penjelasan bahwa
rasio Tg/FT4 merupakan faktor utama yang berkontribusi pada kadar TSH dalam

model akhir analisis regresi linier ganda.

5.3.3 Interaksi Faktor yang Berkontribusi terhadap Disrupsi Tiroid

Melalui model analisis jalur, dampak pajanan CPF pada fungsi tiroid subjek penelitian
dapat dianalisis dalam 1 rangkaian dengan berlandaskan penjelasan dalam bagian 5.3,
5.4, dan 5.5. Peran markah kerentanan, besarnya pajanan dan efek yang ditimbulkan
tergambarkan dalam model akhir analisis jalur pada Gambar 4.3. CYP2B6*6
memberikan efek negatif terhadap kadar TCPy yang berarti subjek dengan variasi
genetik CYP2B6*6 akan memiliki kadar TCPy yang lebih rendah yang sekaligus dapat
menggambarkan tingkat pajanan yang lebih rendah. AChE di sisi lain menerima efek
negatif dari DPK, sehingga subjek dengan DPK tinggi akan mengalami inhibisi AChE
lebih besar dengan akibat aktivitas AChE yang lebih rendah. Model ini menjelaskan
peran sentral DPK terhadap dampak pada fungsi tiroid penyemprot pestisida dengan
pajanan utama CPF. DPK memberikan efek langsung terhadap rasio Tg/FT4 yang
merupakan faktor utama dengan efek terbesar terhadap TSH. Efek total DPK terhadap
TSH sebesar 0,28, yang merupakan efek sedang, bersama dengan efek langsung rasio
Tg/FT4 sebesar 0,49 menjelaskan 30,7% varian TSH pada subjek.

Nilai median EYU sebesar 173,5 pg/L pada populasi penelitian memberikan bukti
bahwa populasi penelitian memperoleh asupan yodium yang adekuat. Sehingga,
tidak didapatkannya efek EYU terhadap TSH dalam model analisis jalur
menunjukkan bahwa terdapat faktor lain yang berperan lebih besar dalam

menimbulkan efek terhadap TSH.

Kadar TCPy dalam analisis jalur dipengaruhi oleh efek CYP2B6 namun tidak oleh
DPK. TCPy merupakan metabolit spesifik pajanan CPF dan oleh karena itu

terdeteksinya TCPy membuktikan bahwa pajanan benar terjadi dan kadarnya
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menunjukkan dosis internal sebagai hasil metabolisme CPF yang selain dipengaruhi
oleh CYP2B6 juga oleh sejumlah faktor lainnya. Sebaliknya, DPK merupakan
estimasi besarnya pajanan (dosis eksternal) dan tidak secara langsung
mengkuantifikasi besarnya konsentrasi pajanan yang diterima petani. Kondisi

tersebut menjelaskan tidak didapatkannya efek langsung DPK terhadap TCPy.

Potensi bahwa CPF memengaruhi keseimbangan hormonal melalui mekanisme
kerusakan pada folikel tiroid sehingga menyebabkan terganggunya proses sintesis
tiroglobulin dan sintesis hormon tiroid telah disampaikan pada bagian sebelumnya.
Alternatif lain yang diperoleh dalam analisis jalur adalah bahwa pajanan CPF memiliki
efek positif terhadap kadar TSH. Efek ini ditunjukkan dengan hubungan positif yang
bermakna antara dosis pajanan kumulatif CPF dengan kadar TSH baik melalui efek

langsung maupun tidak langsung.

Pajanan CPF sebagai inhibitor AChE diduga memiliki efek langsung terhadap
sekresi corticotropin releasing hormone (CRH) yang disebabkan oleh stimulasi
kolinergik akibat akumulasi asetilkolin.*® Selain melalui mekanisme umpan balik
pada hipofisis anterior, sekresi TSH juga dapat distimulasi oleh CRH melalui proses
yang dimediasi oleh reseptor CRH-R2 pada hipofisis.?® Stimulasi kolinergik yang
terjadi pada tingkat kelenjar tiroid diduga juga berhubungan dengan inhibisi
pelepasan hormon tiroid yang diinduksi oleh TSH, menyebabkan penurunan kadar
hormon di sirkulasi. Walaupun dalam analisis jalur tidak didapatkan hubungan
bermakna antara aktivitas AChE terhadap TSH, namun adanya bukti tidak langsung
berupa hubungan dosis-respons AChE terhadap DPK dan DPK yang berhubungan
positif dengan TSH dapat menjelaskan sebagian kemungkinan penyebab
meningkatnya kadar TSH akibat pajanan CPF.

Serupa dengan bahan xenobiotik lain yang bersifat lipofilik, CPF memiliki
kemampuan untuk merusak integritas dan menembus sawar darah otak.>
Didapatkannya efek langsung DPK terhadap TSH pada model analisis jalur
menimbulkan dugaan mengenai kemungkinan mekanisme terjadinya disrupsi tiroid
pada tingkat yang lebih tinggi yaitu fungsi regulasi hormon tiroid di hipofisis dan
hipotalamus. Pestisida umumnya tidak memiliki tingkat kemiripan struktural yang
tinggi dengan hormon tiroid, oleh karena itu studi mengenai inhibisi pestisida

Universitas Indonesia



90

khususnya CPF pada reseptor hormon tiroid masih sangat terbatas dibandingkan
dengan xenobiotik lain seperti polychlorinated biphenyls (PCBs).!>® Sebuah studi
mengungkap mekanisme interaksi antara DEP, metabolit non-spesifik OP, dengan
hormon tiroid pada tingkat molekuler secara in silico. Studi ini menunjukkan
kemungkinan pengaruh DEP pada sistem transduksi sinyal dan fungsi regulasi
hormon tiroid yang menyebabkan gangguan pada biosintesis, ikatan reseptor dan
regulasi sinyal hormon tiroid.% Studi lain menyebutkan bahwa CPF dan CPF-O
menunjukkan afinitas ikatan yang tinggi dengan reseptor estrogen sehingga dapat
menghambat estrogen binding and signalling function.®>* Kelompok peneliti yang
sama juga mendapati bahwa CPF dan CPF-O berinteraksi dengan sex hormone

binding globulin dalam sebuah simulasi molecular docking.t>®

Sebagian mekanisme efek langsung DPK terhadap TSH mungkin dapat dijelaskan
melalui analogi hasil studi di atas, yaitu bahwa CPF dapat berikatan dengan reseptor
hormon tiroid menyebabkan tidak adekuatnya ambilan hormon tiroid pada organ
sehingga menciptakan kondisi menyerupai hipotiroid. Bila kondisi yang
menyerupai hipotiroid itu terjadi di hipofisis, maka TSH akan disekresi untuk
menstimulasi sintesis hormon tiroid. Di sisi lain, apabila kondisi menyerupai
hipotiroid juga terjadi di hipotalamus, TRH akan disekresi untuk meningkatkan
sekresi TSH oleh hipofisis sebagai mekanisme kompensasi. Oleh karena bukti
ilmiah yang menjelaskan mekanisme disrupsi tiroid akibat pajanan CPF, terutama
terkait dengan inhibisi reseptor hormon tiroid dan sistem transduksi sinyal masih
sangat terbatas, maka diperlukan studi lanjut untuk membuktikan usulan

mekanisme ini.

5.4 Implikasi Hasil Penelitian

Kebutuhan akan penggunaan pestisida kimia, khususnya insektisida CPF oleh
petani merupakan hal yang tidak dapat dihindarkan. Penelitian ini telah
mengidentifikasi karakteristik pajanan yang dialami oleh petani dan sekaligus
menyajikan bukti terjadinya disrupsi fungsi tiroid pada penyemprot pestisida
dengan pajanan utama CPF dan faktor yang berkontribusi di dalamnya. Berawal
dari kondisi tersebut, maka implikasi penelitian ini akan menitikberatkan pada
upaya pengelolaan kesehatan petani penyemprot pestisida menggunakan
pendekatan berbasis pencegahan di antaranya melalui upaya pengendalian pajanan,
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diikuti oleh monitoring biologis terhadap pajanan, deteksi dini masalah kesehatan

pada pekerja, dan identifikasi kerentanan individu. Sejalan dengan hal itu, upaya

deteksi dini dan penegakan etiognosis gangguan kesehatan akibat CPF dapat
dilakukan. Berikut adalah butir-butir penjelasan atas implikasi penelitian ini:

1. Setiap upaya pengendalian pajanan untuk menurunkan dosis pajanan CPF pada
petani melalui sejumlah langkah yang menyeluruh dapat mencegah dan
menurunkan risiko kejadian gangguan kesehatan akibat pajanan CPF, yang
secara khusus akan berdampak langsung terhadap keseimbangan hormonal dan
fungsi tiroid. Pengendalian pajanan dapat dilakukan melalui tindakan
pencegahan yang komprehensif yaitu memberikan pengetahuan dan
pemahaman yang tepat tentang potensi dampak kesehatan akibat pajanan
pestisida, pelatihan tentang pemilihan, penggunaan dan penanganan pestisida
serta penggunaan APD yang tepat. Penggunaan pakaian lengan panjang dan
celana panjang saat melakukan penyemprotan pestisida merupakan salah satu
contoh upaya sederhana yang mampu laksana bagi para petani dan dalam studi
ini berhubungan dengan DPK yang lebih rendah.

2. Kerentanan genetik akibat keberadaan variasi genetik CYP2B6 dapat
bermanfaat dalam strategi pengendalian pajanan dan penegakan etiognosis pada
individu terpajan CPF. Studi ini menunjukkan bahwa individu dengan genotipe
CYP2B6*1/*1 mungkin lebih rentan terhadap toksisitas CPF, sehingga
berpotensi menjadikan polimorfisme CYP2B6 sebagai biomarker kerentanan
pajanan CPF yang selanjutnya akan berguna dalam strategi manajemen pajanan
pada populasi pertanian yang rentan.

3. Monitoring biologis terhadap pajanan pestisida khususnya CPF dapat dilakukan
terhadap AChE eritrosit dan TCPy urin. Pemeriksaan kesehatan pra-kerja,
berkala maupun pemeriksaan kesehatan khusus yang selama ini belum
menyentuh pekerja sektor pertanian skala kecil juga perlu memperoleh
perhatian serius untuk diimplementasikan. Dalam kaitannya dengan potensi
efek terhadap tiroid dan mengingat bahwa gangguan tiroid secara klinis
mungkin belum ditemukan, maka pemeriksaan terhadap parameter tiroid
minimal TSH dan FT4 serta bila memungkinkan secara finansial pemeriksaan

rasio Tg/FT4 perlu dilakukan dan diinterpretasi dengan penuh kehati-hatian.
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Terlepas dari belum tersedianya nilai referensi untuk rasio Tg/FT4,
perbandingan tersebut dapat bermanfaat dalam rangka deteksi dini disrupsi
fungsi tiroid akibat CPF manakala kadar TSH masih dalam batas normal.

4. Penegakan etiognosis gangguan kesehatan akibat pajanan CPF khususnya pada tiroid
dilakukan dengan menggunakan pendekatan 7 langkah diagnosis okupasi yang
terdiri atas penegakan diagnosis klinis, melakukan identifikasi bahaya potensial yang
dialami, mencari bukti ilmiah keterkaitan diagnosis klinis dengan bahaya potensial,
melakukan estimasi dosis pajanan, mengindentifikasi faktor risiko individu dan
faktor risiko lain di luar pekerjaan utama dan langkah terakhir adalah menegakkan
diagnosis okupasi. Pemeriksaan skrining untuk mengetahui status variasi genetik
CYP2B6 merupakan bagian dari langkah identifikasi faktor risiko individu yang
dapat membantu memetakan potensi risiko adanya kerentanan genetik yang
berimplikasi pada peningkatan dampak pajanan pada individu yang terpajan CPF.
Demikian pula halnya dengan pemeriksaan kesehatan berkala dan khusus yang bila
dilakukan dengan baik akan bermanfaat dalam rangka deteksi dini gangguan
kesehatan pada petani penyemprot pestisida. Oleh karenanya, pemeriksaan terhadap
variasi genetik CYP2B6 bersama dengan pemeriksaan kesehatan berkala maupun
khusus berperan penting dalam penegakan etiognosis tersebut.

5.5 Keterbatasan dan Kekuatan Penelitian

Studi ini memiliki beberapa keterbatasan sebagai berikut:

1. Jumlah aktual CPF atau komposisi campuran yang digunakan tidak diukur
secara langsung dan analisis terhadap kombinasi pestisida yang digunakan tidak
dilakukan dalam penelitian ini.

2. Berkaitan dengan kegiatan pertanian, dengan semua informasi yang diperoleh
dilaporkan sendiri oleh petani, kesalahan secara acak atas perkiraan besar
pajanan dan klasifikasi pajanan sangat mungkin terjadi. Oleh karena itu, untuk
membatasi kemungkinan kesalahan klasifikasi, beberapa pertanyaan
ditanyakan kembali secara acak untuk menentukan konsistensi jawaban.

3. Pajanan CPF juga dapat berasal dari mengonsumsi makanan atau minuman
yang terkontaminasi, selain itu diketahui bahwa makanan tertentu dapat
memengaruhi kadar yodium yang penting dalam biosintesis tiroid, namun

informasi asupan makanan tidak dikumpulkan.
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4. Meskipun peserta diminta untuk mengikuti tahap kedua dalam waktu yang
ditentukan, yaitu 1 hari setelah kegiatan penyemprotan, karena alasan tertentu
mereka hadir sesuai dengan waktu luangnya, sehingga dapat memengaruhi
konsentrasi metabolit yang terdeteksi.

5. Tidak dilakukan konfirmasi karakteristik genotip varian SNP sehingga individu
yang merupakan pembawa alel CYP2B6 785A>G dan 516G>T dapat menjadi
heterozigot CYP2B6 *1/*6 atau compound heterozygote *4/*9.

6. Terlepas dari potensi interaksi yang kompleks dalam pestisida gabungan yang
digunakan oleh petani, desain potong lintang yang digunakan menjadikan
hubungan sebab akibat antara pajanan CPF dan disrupsi tiroid tidak dapat

dikonfirmasi berdasarkan hubungan temporal.

Terlepas dari sejumlah keterbatasan di atas, penelitian ini juga memiliki beberapa

kekuatan yaitu:

1. Besar sampel (peserta) dalam penelitian ini sesuai dengan yang direncanakan
dan memberikan power penelitian yang kuat sebesar 93%.

2. Penelitian ini melakukan analisis secara komprehensif terhadap ketiga
kelompok markah vyaitu penanda pajanan CPF, kerentanan (CYP2BS6,
CYP2C19) dan penanda efek berupa parameter fungsi tiroid yaitu, TSH, FT4
dan tiroglobulin yang merupakan penanda penting dalam sintesis hormon tiroid
untuk menilai perubahan fungsi tiroid. Sejauh pengetahuan peneliti, ini adalah
laporan pertama mengenai frekuensi distribusi polimorfisme gen CYP2B6*6
dalam kaitannya dengan konsentrasi TCPy pada populasi pertanian Indonesia.

3. Penelitian ini menggunaan metode kuantitatif tervalidasi untuk estimasi DPK
yang didukung oleh informasi rinci tentang karakteristik pekerjaan terpajan

pestisida
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BAB 6
SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Simpulan

1.

Karakteristik penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF adalah tingginya
proporsi praktik penggunaan pestisida gabungan dengan kekerapan kontak
langsung terhadap pestisida, rendahnya frekuensi penggunaan APD, disertai
tingginya volume pestisida yang disemprotkan dan lahan olahan yang luas.
Dosis pajanan kumulatif pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama
CPF berpengaruh positif terhadap TCPy, sebaliknya DPK berpengaruh negatif
terhadap aktivitas AChE, menunjukkan hubungan dosis-respons akibat pajanan
CPF.

Variasi genetik CYP2B6*6 memengaruhi kadar TCPy berupa kadar lebih
rendah pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF, menunjukkan
potensi variasi genetik CYP2B6*6 sebagai markah kerentanan pajanan CPF.
Kadar TCPy tidak dipengaruhi oleh variasi genetik CYP2C19*2 dan *3.
Dosis pajanan kumulatif pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama
CPF berpengaruh positif terhadap kadar TSH dan rasio tiroglobulin/FT4,
menunjukkan ketidakseimbangan hormonal sebagai indikator terjadinya
disrupsi pada fungsi tiroid.

Konsentrasi TSH pada penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF
dipengaruhi oleh interaksi rasio tiroglobulin/FT4, DPK, kadar TCPy, aktivitas
ACNhE eritrosit, dan variasi genetik CYP2B6*6, menunjukkan hubungan dosis-
respons pada terjadinya disrupsi tiroid. Variasi genetik CYP2C19*2 dan *3,
PON-1 dan FT4 tidak memberikan efek dalam interaksinya terhadap

konsentrasi TSH.

6.2 Saran
6.2.1 Untuk Praktik Pertanian

Perlu dilakukan program edukasi berkesinambungan bagi petani penyemprot

pestisida mengenai praktik kerja aman selama menangani pestisida di antaranya

melalui praktik penggunaan pestisida sesuai aturan pakai, menggunakan alat

pelindung diri yang sesuai untuk bekerja dengan pestisida, mengenakan pakaian

kerja lengan panjang dan celana panjang saat menyemprot pestisida, melakukan
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upaya kebersihan diri dengan segera cuci tangan, mandi dan mengganti pakaian

setelah terpajan pestisida, serta mempraktikkan gaya hidup sehat.

6.2.2 Untuk Penyusunan Kebijakan

Pemerintah perlu menyelenggarakan program edukasi kolaboratif lintas sektor
untuk menjawab kebutuhan terhadap upaya pengendalian pajanan pestisida
pada petani. Upaya menurunkan besarnya pajanan dapat dilakukan dengan
pengendalian administratif melalui pelatihan dan pendampingan tentang
pemilihan, penggunaan dan pengelolaan pestisida secara komprehensif yang
disertai dengan pengasuhan berkelanjutan perlu diberikan kepada petani pada
umumnya dan khususnya pada penyemprot pestisida, serta mendorong
penggunaan APD dan pakaian kerja yang memadai. Program ini dapat
diselenggarakan dengan keterlibatan sejumlah elemen di antaranya namun tidak
terbatas pada pemerintah pusat atau daerah melalui Dinas Pertanian dan Dinas
Kesehatan, perangkat desa, dan kelompok tani.

Kementerian Kesehatan dapat menyediakan informasi berbasis bukti dan
memberikan rekomendasi mengenai dampak kesehatan penggunaan pestisida
kimia khususnya CPF dalam rangka pembaruan kebijakan penggunaannya pada
produk pertanian

Kementerian Pertanian perlu mengusahakan alternatif metode pengendalian
hama yang lebih aman dan memiliki dampak kesehatan yang paling minimal
Dinas Pertanian dapat berperan dalam menyediakan pedoman praktik kerja
aman bagi petani dan mengoptimalkan peran petugas Penyuluh Pertanian

Lapangan (PPL) dalam menyelenggarakan program edukasi bagi petani

6.2.3 Untuk Profesi Kedokteran Okupasi

Upaya pengendalian pajanan melalui pencegahan yang komprehensif
berdampak pada menurunnya dosis pajanan CPF yang diterima petani dan
diikuti oleh menurunnya dampak pajanan CPF khususnya pada tiroid.

Sebagai upaya memelihara kesehatan petani dan deteksi dini gangguan
kesehatan akibat CPF, penilaian dosis pajanan dan pemeriksaan kesehatan
perlu diimplementasikan. Monitoring biologis terhadap pajanan CPF dapat

dilakukan terhadap AChE eritrosit dan TCPy urin. Dalam kaitannya dengan
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potensi efek terhadap tiroid, dapat dilakukan pemeriksaan terhadap parameter
tiroid seperti TSH, FT4 dan rasio Tg/FT4.

Variasi genetik CYP2B6 dapat bermanfaat dalam memetakan potensi risiko
kerentanan genetik dalam kaitannya dengan strategi pengendalian pajanan dan

penegakan etiognosis pada individu terpajan CPF.

6.2.4 Untuk Penelitian

Penggunaan pakaian berlengan panjang dan celana panjang saat
menyemprotkan pestisida, rerata volume campuran pestisida yang disemprot
dan luas lahan yang diolah menunjukkan hubungan yang bermakna dengan
DPK, menjadikannya variabel yang penting untuk diperhitungkan dalam
estimasi DPK pada penelitian di masa yang akan datang.

Penelitian lanjut dengan memperhatikan potensi interaksi penggunaan
pestisida kombinasi dan peran status gizi, pola asupan makanan petani, residu
pestisida pada pangan sebagai faktor yang penting dalam terjadinya gangguan
tiroid pada penyemprot pestisida yang terpajan CPF dapat dilakukan untuk
menjawab keterbatasan dalam penelitian ini.

Penelitian lanjut perlu dilakukan untuk membuktikan peran asetilkolin (ACh)
dalam mekanisme terjadinya disrupsi tiroid.

Studi lanjut diperlukan untuk menjelaskan efek langsung pajanan CPF terhadap
disrupsi tiroid, terutama untuk membuktikan mekanisme terkait dengan

inhibisi reseptor dan sistem transduksi sinyal hormon tiroid.
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RINGKASAN

PENDAHULUAN

Indonesia adalah negara pertanian dan para petani umumnya menggunakan
insektisida untuk membasmi hama. Perilaku penggunaan insektisida oleh petani
umumnya buruk yaitu konsentrasi lebih dari yang dianjurkan dan frekuensi lebih
sering. Klorpirifos (CPF) adalah insektisida yang paling sering digunakan dan
berpotensi menimbulkan masalah kesehatan. Toksisitas CPF terjadi melalui
serangkaian proses metabolisme di antaranya bioaktivasi menjadi metabolit aktif
klorpirifos-okson dan detoksifikasi membentuk metabolit inaktif TCPy. Selain itu,
CPF juga berikatan dengan enzim asetilkolinesterase (AChE), sehingga
menurunnya aktivitas AChE merupakan salah satu penanda pajanan CPF.
Keseimbangan antara reaksi aktivasi dan detoksifikasi klorpirifos dipengaruhi oleh
keberadaan bahan xenobiotik lainnya, aktivitas enzim paraoksonase-1 (PON-1)
serta aktivitas enzim sitokrom P450 seperti CYP2B6 dan CYP2C19 yang

membawa perbedaan terhadap respons individu terhadap xenobiotik.%°

Pajanan CPF pada penyemprot pestisida yang dinilai dengan dosis pajanan
kumulatif (DPK), PON-1, AChE dan TCPy dalam interaksinya bersama variasi
genetik CYP2B6, CYP2C19 sebagai penanda kerentanan individu terhadap pajanan
CPF dapat menyebabkan disrupsi tiroid. Studi eksperimental menunjukkan
perubahan morfologis dan histopatologis pada tiroid hewan coba setelah dipajankan
klorpirifos dengan dosis rendah. Menurunnya kadar hormon tiroid akibat pajanan
CPF diduga berhubungan dengan kerusakan sel folikular tiroid sehingga proses
sintesis hormon tiroid tidak dapat berjalan sempurna. Meskipun demikian, hingga
saat ini bukti yang menunjukkan indikasi efek toksik langsung CPF terhadap organ
atau jaringan selain sistem saraf masih terbatas dan oleh karenanya mekanisme pasti
kerusakan tiroid tersebut belum dimengerti sepenuhnya.'®%% Studi epidemiologis
yang mengaitkan penggunaan klorpirifos dalam kejadian gangguan tiroid pada

manusia juga masih sangat terbatas dan inkonklusif.

Dengan demikian penelitian ini dilakukan untuk mengetahui peran PON-1, AChE,
dan TCPy sebagai markah pajanan CPF, polimorfisme CYP2B6 dan CYP2C19
sebagai markah kerentanan, serta rasio tiroglobulin/FT4 (Tg/FT4), FT4 dan TSH
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sebagai markah efek gangguan tiroid akibat pajanan CPF yang dalam bidang
Kedokteran Okupasi akan sangat bermanfaat dalam deteksi dini dan penegakan
diagnosis penyakit akibat kerja (PAK) serta upaya pencegahan dan

pengendaliannya.

METODE PENELITIAN

Penelitian potong lintang ini dilakukan pada bulan Juli—-Oktober 2020. Sebanyak
151 petani bawang putih dan sayuran yang menggunakan CPF minimal 1 tahun di
Dusun Pancot dan Desa Adipuro, Jawa Tengah berpartisipasi dalam penelitian ini.
Data karakteristik subjek dan estimasi dosis pajanan kumulatif (DPK) diambil
dengan wawancara. Tingkat pajanan kumulatif diestimasi menggunakan metode
yang tervalidasi dalam Agricultural Health Study.®® Selama sesi wawancara, peserta
ditanya tentang kegiatan pertanian mereka termasuk durasi kerja harian, lama
penggunaan pestisida, jumlah hari penyemprotan dalam setahun, penggunaan APD,
kebiasaan kebersihan pribadi, penanganan tumpahan pestisida dan sejumlah
karakteristik terkait kegiatan terpajan pestisida.

Pemeriksaan laboratorium rutin dan kimia dalam penelitian ini dilakukan di Prodia
Occupational Health Center (OHC) Cikarang. Pemeriksaan kreatinin, SGOT,
SGPT diperiksa menggunakan reagen diagnostik pada alat Proline R-910 sesuai
metode standar dari pabrikan. Pemeriksaan TSH, FT4 dan tiroglobulin dilakukan
dengan metode Electrochemiluminescence Immunoassay (ECLIA) menggunakan
reagen diagnostik berturut-turut Elecsys TSH, Elecsys FT4 1ll, dan Elecsys Tg Il
pada alat Roche Cobas e-411 sesuai protokol pabrikan dan standar pemeriksaan

laboratorium.

Pemeriksaan yodium urin (EYU), PON-1, AChE dan TCPy dilakukan oleh Prodia
Industrial Toxicology Laboratory. Yodium urin diperiksa dengan modifikasi
metode CDC 3002.1'° menggunakan Inductively Coupled Plasma-Mass
Spectrometry (ICP-MS). Pemeriksaan PON-1 dalam serum dilakukan dengan
spektrofotometri menggunakan nitrofenol sebagai standar. Larutan standar dan
sampel dibaca pada panjang gelombang 405 nm. Aktivitas AChE eritrosit
ditentukan secara fotometri dengan metode Ellmann. TCPy urin dideteksi dalam

sampel urin sewaktu menggunakan spektrometer massa triple quadrupole Agilent
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Ultivo (LC-MS-MS Agilent Technologies, Singapura) dengan program perangkat
lunak Mass-hunter untuk akuisisi dan analisis data. Prosedur ekstraksi dilakukan
berdasarkan adaptasi metode Smith et.al.’®!, sementara prosedur pemisahan
(separasi) dan deteksi menggunakan modifikasi prosedur CDC 6103.03.1%
Pemisahan dilakukan berdasarkan prinsip kromatografi menggunakan Agilent High
Performance Liquid Chromatography (HPLC Infinity 1260, Jerman). Konsentrasi
TCPy yang terdeteksi dikoreksi dengan kreatinin urin.

Pemeriksaan genetik dilakukan di Laboratorium Klinik Prodia. CYP2C19 genotipe
*2 dan *3 diperiksa menggunakan prinsip PCR-RFLP. Pada tahap RFLP, hasil PCR
ditambahkan enzim restriksi/ endonuklease yang sesuai sehingga akan
menghasilkan potongan/ fragmen DNA dengan panjang yang berbeda, yang
kemudian diidentifikasi menggunakan gel elektroforesis. Analisis CYP2C19*2
menggunakan enzim restriksi Smal dan amplifikasi PCR menggunakan primer
forward 5’-CAGAGCTTGGCATATTGTATC-3 dan primer reverse 5°—
GTAAACACACAACTAGTCAATG — 3’. Sementara pada *3 menggunakan
primer forward 5’-AAATTGTTTCCAATCATTTAGCT-3’, reverse 5’-
ACTTCAGGGCTTGGTCAATA-3’ dan enzim restriksi BamHI.

Analisis CYP2B6 — 516G>T (rs3745274) dilakukan dengan menggunakan primer
TagMan® SNP Genotyping Assay C__ 7817765 60 (Applied Biosystems, CA,
USA) dan thermocycler Rotor-Gene Q (QIAGEN GmbH, Germany). Master mix
PCR menggunakan TagMan GTXpress Master Mix (Applied Biosystems, CA,
USA). Reagen yang dipergunakan diperuntukkan hanya bagi penelitian (research
use only). Genotip ditentukan berdasarkan sinyal fluoresens dari TagMan probe
sesuai petunjuk pabrikan. Sebanyak 6 sampel menjalani pemeriksaan DNA
sekuensing menggunakan PCR product 533bp sebagai bagian dari validasi hasil
pemeriksaan di atas. Genotipe CYP2B6 — 785A>G (rs2279343) dianalisis dengan
menggunakan metode sekuensing Sanger. Sampel diamplifikasi dengan PCR
menggunakan primer seperti yang digambarkan dalam studi sebelumnya oleh
Zakeri et.al.>® dan menghasilkan produk PCR 640 bp. Seluruh metode sekuensing
dikerjakan oleh 1st BASE DNA Sequencing Division, Apical Scientific Sdn Bhd,

Selangor, Malaysia.
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Analisis statistik dilakukan dengan program SPSS versi 20. Hubungan antara 2
variabel kategorik dianalisis dengan uji chi-square, bila syarat uji tersebut tidak
terpenuhi maka akan digunakan uji Fischer. Uji Mann-Whitney U dan Kruskal
Wallis dilakukan untuk menguji perbedaan variabel berskala numerik berdasarkan
karakteristik individu dan okupasi. Frekuensi alel dan genotip diperhitungkan
secara langsung. Analisis multivariat untuk mengetahui hubungan faktor-faktor
risiko yang paling dominan berkontribusi terhadap fungsi tiroid secara bersamaan
dilakukan dengan regresi linier. Faktor-faktor risiko yang diikutsertakan dalam
analisis ini adalah yang memiliki nilai p < 0.20 pada analisis regresi linier
sederhana. Faktor yang berkontribusi pada tingkat kemaknaan 0,05 dipertahankan
dalam model final yang diperoleh melalui analisis berdasarkan prosedur stepwise.
Analisis jalur (Path analysis) dilakukan dengan program JASP versi 0.14.1
(University of Amsterdam) untuk menguji model hubungan kausalitas dari faktor-
faktor yang berkontribusi terhadap TSH. Tingkat kepercayaan yang digunakan 95%
dan nilai p < 0,05. Kegiatan pengumpulan data penelitian ini berlangsung dengan
Protokol Etik nomor 20-03-0336 dan memperoleh Surat Keterangan Lolos Kaji
Etik Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia nomor KET-339/UN2.F1/ETIK/
PPM.00.02/2020 tanggal 23 Maret 2020.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Seluruh subjek yang memenuhi syarat dan bersedia berpartisipasi dalam penelitian
ini sejumlah 180 orang anggota kelompok tani dan 15 orang peserta tani mandiri
diikutsertakan sebagai subjek penelitian. Pada tahap 1, subjek menjalani skrining
melalui wawancara, pemeriksaan fisik dan pemeriksaan laboratorium SGOT,
SGPT, kreatinin, dan ekskresi yodium urin (EYU). Subjek yang tidak hadir di tahap
2, tidak memperoleh penjelasan mengenai hasil skrining sehingga dianggap
mengundurkan diri. Sebanyak 24 subjek dengan hasil pemeriksaan ekskresi yodium
urin (EYU) < 50 pg/L, atau mengalami gangguan ginjal, atau memutuskan tidak
ingin melanjutkan pemeriksaan, atau tidak melengkapi konfirmasi atas riwayat
medis dan okupasinya tidak diikutsertakan pada pemeriksaan lanjutan. Karena
keterbatasan jumlah sampel urin yang tersedia, hanya 132 subjek dengan hasil
pemeriksaan TCPy yang dapat dikoreksi dengan kreatinin urin.

Universitas Indonesia



103

Subjek penelitian berusia 50 (Simpang baku - SB 9,4) tahun, 91% laki-laki, 93%
merupakan anggota kelompok tani dan 87% berpendidikan rendah (tidak
menyelesaikan wajib belajar 12 tahun) dengan 10 subjek di antaranya tidak pernah
menjalani pendidikan formal. Proporsi perokok pada subjek penelitian sebesar
48%. Rerata (SB) dan median (minimum-maksimum) dosis pajanan kumulatif
(DPK) pada subjek penelitian berturut-turut adalah 32,44 (SB 24,78) dan 25,95
(0,40-136,58) yang diperoleh dari estimasi berdasarkan hasil perkalian antara
intensity level (IL), pengalaman usaha tani dan jumlah hari aplikasi per tahun.
Subjek diklasifikasikan menjadi kelompok DPK tinggi dan rendah berdasarkan titik
potong nilai median tersebut.

Sebagian besar subjek penelitian melaporkan adanya kontak langsung maupun
terpercik atau terkena tumpahan pestisida dalam aktivitas pertanian yang dilakukan.
Sementara itu, proporsi penggunaan APD yang baik dalam populasi penelitian ini
hanya 2% sedangkan proporsi petani yang tidak menggunakan APD sama sekali
adalah 15% yang dapat menggambarkan risiko petani terhadap potensi dampak
kesehatan akibat pajanan pestisida. APD yang paling sering digunakan dalam
populasi penelitian ini adalah masker dan sepatu bot yang pada umumnya tidak
memberikan perlindungan yang cukup terhadap pajanan CPF. Namun, peneliti juga
menemukan bahwa pemakaian pakaian lengan panjang dan celana panjang saat
menyemprot pestisida berhubungan dengan DPK. Temuan ini relevan untuk
mengurangi dosis pajanan karena pakaian lengan panjang dan celana panjang
memberikan penghalang parsial terhadap kontak langsung karena percikan atau

tumpahan. 112113

Hanya 2% petani yang menggunakan pestisida sesuai petunjuk penggunaan. Petani
menyemprotkan pestisida dengan median frekuensi 104 hari per tahun,
menyebabkan dosis pajanan yang lebih besar akan diterima oleh petani. Mengenai
penggunaan pestisida gabungan, 94% dari subjek melaporkan penggunakan dua
atau lebih pestisida sebagai campuran dalam satu kesempatan penyemprotan.
Hampir separuh dari subjek menggunakan insektisida tambahan berbahan aktif
abamektin atau beta siflutrin atau metomil. Ketiga bahan aktif insektisida ini
tergolong dalam kelas Ib menurut klasifikasi WHO yang menunjukkan potensi
toksisitas akut yang lebih besar. Walaupun tidak ditemukan keterkaitan antara
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penggunaan insektisida tambahan ini dengan markah pajanan maupun efek pada
tiroid, namun penggunaan pestisida gabungan oleh subjek harus tetap menjadi
perhatian mengingat potensi interaksi dari campuran yang digunakan dan

kemungkinan toksisitas akut akibat penggunaan yang tidak aman.

Median (minimum—maksimum) hasil pengukuran markah pajanan CPF yaitu PON-
1, aktivitas AChE dan TCPy berturut-turut adalah 120,93 (49,55-196,57) mol/L,
8,03 (4,15-14,13) U/g hematokrit, dan 2,31 (0,17-49,12) pg/g kreatinin.
Paraoksonase-1 berperan dalam proses detoksifikasi CPF-O yang dihasilkan dari
metabolisme fase 1 klorpirifos dalam liver menjadi diethylphosphate (DEP) dan
3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCPy).*® Tidak didapatkan perbedaan kadar PON-1
yang bermakna pada sejumlah variabel kegiatan terpajan pestisida. Tidak
didapatkannya efek pajanan CPF terhadap kadar PON-1 dalam penelitian ini
mungkin terjadi karena proses metabolisme CPF juga melibatkan sejumlah enzim
di antaranya karboksilesterase, butirilkolinesterase, dan CYP serta kemungkinan
polimorfisme genetik yang terjadi pada gen PON-1. Aktivitas AChE pada subjek
penelitian berhubungan dengan DPK, umur, hari setelah aplikasi pestisida dan
kadar TCPy. Aktivitas AChE eritrosit pada subjek dengan DPK tinggi secara
bermakna lebih rendah dibandingkan dengan kelompok DPK rendah (p < 0,001).
Hal ini memberikan gambaran bahwa subjek terpajan dengan bahan yang memiliki

potensi inhibisi terhadap aktivitas AChE, di antaranya adalah CPF.3%:3

Frekuensi genotip CYP2B6 adalah *1/*1 (32 %); *1/*6 (50 %); dan *6/*6 (18 %),
sementara frekuensi genotip CYP2C19 *1/*1, *1/*3, *1/*2, dan *2/*2 berturut-
turut adalah 64 %, 7 %, 23 % dan 6 %. Variasi genetik CYP2B6*6 berhubungan
dengan TCPy yang lebih rendah dibanding wild-type (p = 0,005). Kadar TCPy
tertinggi berada pada kelompok *1/*1 dan secara bermakna berbeda dengan
kelompok *1/*6 maupun *6/*6. Analisis post-hoc menggunakan uji Mann-Whitney
U antara *1/*1 dengan *1/*6 dan *6/*6 menunjukkan perbedaan berturut-turut pada
p = 0,039 dan p = 0,002. CYP2B6 adalah salah satu enzim terpenting dalam
metabolisme CPF, oleh karena itu individu dengan ekspresi CYP2B6 yang lebih
tinggi, yaitu CYP2B6*1/*1, lebih rentan terhadap pajanan CPF karena tingkat
pembentukan CPF-O yang lebih tinggi, yang ditunjukkan oleh kadar TCPy yang
lebih besar.!* CYP2B6*6 memiliki aktivitas kinetik yang serupa dibandingkan
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dengan CYP2B6*1 namun diekspresikan pada tingkat yang lebih rendah karena
pada varian *6 terjadi aberrant splicing yang menghasilkan mRNA dengan jumlah
dan fungsi yang sangat berkurang sehingga menyebabkan ekspresi enzim yang
lebih rendah,®® dengan demikian mengurangi kemampuannya untuk mengaktifkan
pembentukan CPF-O.1° CYP2C19 berperan dalam proses detoksifikasi CPF
menjadi metabolit inaktif TCPy. Variasi genetik CYP2C19*2 dan *3 diduga
memiliki aktivitas enzimatik yang lebih rendah yang mengakibatkan menurunnya
proses detoksifikasi CPF.1%4® Akan tetapi, hasil dalam penelitian saat ini tidak
menunjukkan adanya perbedaan kadar TCPy berdasarkan variasi genetik
CYP2C19.

Analisis statistik menunjukkan bahwa kadar TCPy yang lebih tinggi didapatkan
pada subjek dengan genotipe CYP2B6*1/*1 (p = 0,002). Indeks massa tubuh
berhubungan negatif dengan kadar TCPy (p = 0,006) sedangkan mereka yang
diklasifikasikan sebagai tidak merokok (p = 0,004), kelompok DPK tinggi (p =
0,012) dan melakukan penyemprotan pada waktu selain pagi hari (p = 0,014)
memiliki konsentrasi TCPy yang lebih tinggi. TCPy sebagai metabolit spesifik
pajanan CPF berhubungan positif dengan DPK dengan kelompok DPK tinggi yang
ditandai dengan frekuensi penggunaan APD yang rendah dan praktik kerja yang
buruk memiliki konsentrasi TCPy yang lebih tinggi. TCPy urin secara bermakna
lebih rendah di antara perokok daripada non-perokok, diduga hal ini berhubungan
dengan adanya gangguan dalam metabolisme atau eliminasi xenobiotik yang terjadi
pada perokok.3%13! Indeks massa tubuh (IMT) yang lebih tinggi dalam penelitian
ini berhubungan dengan kadar TCPy yang lebih rendah. Hal ini terjadi karena
senyawa induk Klorpirifos bersifat lipofilik, sehingga jaringan lemak mungkin
memainkan peran penting dalam laju eliminasi CPF.3! CPF yang terikat sementara
waktu pada jaringan lemak akan dilepaskan dan mengalami metabolisme
membentuk CPF-O sehingga efek yang ditimbulkan dapat berlangsung dalam
jangka waktu yang lebih panjang.?®3! Oleh karenanya, penting bagi setiap
penyemprot pestisida untuk berada dalam keadaan gizi terbaik dengan IMT yang
ideal untuk mengurangi kemungkinan laju eliminasi CPF yang lebih lambat. Waktu
penyemprotan di pagi hari memiliki efek dalam pengendalian pajanan. Pada pagi

hari, udara cenderung lebih tenang sehingga mengurangi risiko bahan kimia
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terhirup secara tidak sengaja karena angin kencang. Suhu yang lebih rendah dan
kelembaban yang relatif lebih tinggi di pagi hari menyebabkan pestisida yang

disemprotkan mungkin tidak mengalami penguapan sebesar pada siang hari.

Profil pemeriksaan tiroid dalam median (minimum-maksimum) berturut-turut
untuk TSH, FT4, tiroglobulin dan rasio Tg/FT4 adalah 1,46 (0,01-10,30) ulU/mL,
1,17 (0,79-6,85) ng/dL, 7,87 (0,43-76,92) ng/mL, dan 6,23 (0,37-91,57) x 102,
Kadar TSH lebih tinggi diperoleh pada kelompok terpajan tinggi (p = 0,002). Kadar
EYU (p = 0,026) dan FT4 (p = 0,033) berhubungan negatif dengan kadar TSH
sedangkan rasio Tg/FT4 (p < 0,001) dan jumlah hari setelah penyemprotan (p =
0,003) berhubungan positif dengan TSH.

Hubungan positif antara jumlah hari setelah penyemprotan dengan konsentrasi TSH
mungkin menunjukkan bahwa petani terkena pajanan pestisida pada tingkat tertentu
yang lebih berpotensi menyebabkan efek kronik atau kumulatif daripada efek akut
pada tiroid. Kadar EYU berhubungan negatif dengan konsentrasi TSH. Defisiensi
yodium yang diindikasikan dengan EYU < 100 pg/L diketahui berhubungan dengan
peningkatan konsentrasi TSH dan sebaliknya kelebihan asupan yodium berlebihan

berhubungan dengan penurunan TSH pada populasi.40.141

Sejumlah studi epidemiologi mengenai dampak pajanan pestisida pada tiroid yang
dipublikasikan sejauh ini menyebutkan pajanan pestisida menurunkan hormon
tiroid dalam sirkulasi dan meningkatkan konsentrasi TSH. Penelitian pada hewan
coba menunjukkan bahwa klorpirifos berhubungan dengan gangguan tiroid yang

diduga berkaitan dengan kerusakan struktural pada jaringan tiroid.148

Pada penelitian ini, median kadar TSH kelompok DPK tinggi lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok DPK rendah. Median konsentrasi FT4
berhubungan negatif terhadap TSH, sebaliknya rasio Tg/FT4 berhubungan positif
dengan TSH. Hal tersebut memunculkan pendapat bahwa kerusakan folikel tiroid
akibat pajanan CPF memberi pengaruh negatif yang lebih besar kepada jalur
sintesis hormon dibandingkan pada sintesis tiroglobulin. Menggunakan
argumentasi bahwa CPF menyebabkan kerusakan pada epitelial folikel tiroid, maka
dapat dimengerti bahwa proses sintesis hormon tiroid dan sintesis tiroglobulin tidak

dapat berlangsung dengan optimal pada folikel tiroid yang mengalami degenerasi,
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deskuamasi, dan obliterasi lumen koloidal. Gangguan dalam proses sintesis hormon
tiroid ini mengakibatkan berkurangnya hormon yang tiroid yang dihasilkan dan
memicu terjadinya mekanisme umpan balik yang mengakibatkan peningkatan
sekresi TSH oleh hipofisis. Peningkatan TSH menginisiasi proses sintesis hormon
tiroid sekaligus menstimulasi sintesis tiroglobulin yang berperan sebagai bahan
baku produksi hormon. Oleh karenanya, kadar TSH yang meningkat dan
perbandingan kadar tiroglobulin terhadap kadar FT4 dianggap berpotensi menjadi
faktor yang menggambarkan disrupsi fungsi tiroid akibat pajanan CPF. Fenomena
tersebut teramati dalam penelitian saat ini yang sekaligus memberikan penjelasan
bahwa rasio Tg/FT4 merupakan faktor utama yang berkontribusi pada kadar TSH

dalam model akhir analisis regresi linier ganda.

Analisis jalur dilakukan untuk menguji model hubungan kausalitas faktor-faktor
yang berkontribusi terhadap fungsi tiroid. Variabel eksogen dalam model adalah
CYP2B6, FT4, EYU dan DPK, sementara variabel endogen terdiri dari TCPy,
AChE, DPK, rasio Tg/FT4 dan TSH. Polimorfisme genetik CYP2B6 diuji sebagai
variabel independen untuk TCPy, sementara DPK merupakan variabel independen
untuk TCpy, AChE, rasio Tg/FT4, dan TSH. Rasio Tg/FT4 diuji sebagai variabel
independen terhadap TSH. Model ini merupakan model yang fit karena memenuhi
kriteria nilai p > 0,05; CFI > 0,90; TFI, NFI dan GFI > 0,95; serta RMSEA dan
SRMR < 0,08. Model analisis jalur menunjukkan bahwa CYP2B6*6 memberikan
efek negatif terhadap kadar TCPy yang berarti subjek dengan variasi genetik
CYP2B6*6 akan memiliki kadar TCPy yang lebih rendah yang sekaligus dapat
menggambarkan tingkat pajanan yang lebih rendah. AChE di sisi lain menerima
efek negatif dari DPK, sehingga subjek dengan DPK tinggi akan mengalami
inhibisi AChE lebih besar dengan akibat aktivitas AChE yang lebih rendah. Rasio
Tg/FT4 (B = 0,490; p < 0,001) dan DPK (B = 0,175; p = 0,018) memiliki efek
langsung positif terhadap TSH. Efek tidak langsung DPK pada TSH didapati
melalui rasio Tg/FT4 sebesar 0,104 dan bersama efek langsung sebesar 0,175
memberikan efek total terhadap TSH sebesar 0,279. AChE dan TCPy memiliki
korelasi positif. Seluruh koefisien dalam analisis jalur bermakna pada p < 0,05 dan

model ini dapat menjelaskan 30,7% varian TSH pada subjek.
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KETERBATASAN DAN KEKUATAN PENELITIAN

Jumlah aktual CPF atau komposisi campuran yang digunakan tidak diukur secara
langsung dan analisis terhadap kombinasi pestisida yang digunakan tidak dilakukan
dalam penelitian ini. Berkaitan dengan kegiatan pertanian di mana semua informasi
yang diperoleh dilaporkan sendiri oleh petani, kesalahan secara acak atas perkiraan
besar pajanan dan klasifikasi pajanan sangat mungkin terjadi. Oleh karena itu, untuk
membatasi kemungkinan kesalahan klasifikasi, beberapa pertanyaan ditanyakan
kembali secara acak untuk menentukan konsistensi jawaban. Pajanan CPF juga
dapat berasal dari mengonsumsi makanan atau minuman yang terkontaminasi,
selain itu diketahui bahwa makanan tertentu dapat memengaruhi kadar yodium
yang penting dalam biosintesis tiroid, namun informasi asupan makanan tidak
dikumpulkan. Meskipun peserta diminta untuk mengikuti tahap kedua dalam waktu
yang ditentukan, yaitu 1 hari setelah kegiatan penyemprotan, karena alasan tertentu
mereka hadir sesuai dengan waktu luangnya, sehingga dapat memengaruhi
konsentrasi metabolit yang terdeteksi. Lokasi kromosom varian SNP tidak teramati
dalam penelitian ini, sehingga individu yang merupakan pembawa alel CYP2B6
785A>G dan 516G>T dapat menjadi heterozigot untuk alel CYP2B6*6 atau
compound heterozygote *4/*9. Terlepas dari potensi interaksi yang kompleks
dalam pestisida gabungan yang digunakan oleh petani, desain potong lintang yang
digunakan menjadikan hubungan sebab akibat antara pajanan CPF dan disfungsi

tiroid tidak dapat dikonfirmasi berdasarkan hubungan temporal.

Jumlah subjek yang berpartisipasi dalam penelitian ini sesuai dengan yang
direncanakan. Sejauh pengetahuan peneliti, ini adalah laporan pertama dari
frekuensi distribusi polimorfisme gen CYP2B6*6 dalam kaitannya dengan
konsentrasi TCPy pada populasi pertanian Indonesia. Dilakukannya pengukuran
terhadap penanda pajanan CPF (TCPy, AChE), kerentanan (CYP2B6, CYP2C19)
dan penanda efek berupa parameter fungsi tiroid yaitu, TSH, FT4 dan tiroglobulin
yang merupakan penanda penting dalam sintesis hormon tiroid untuk menilai
perubahan fungsi tiroid pada subjek merupakan salah satu kekuatan penelitian ini.
Penggunaan metode kuantitatif yang divalidasi untuk estimasi DPK yang didukung
oleh informasi rinci tentang karakteristik pekerjaan terpajan pestisida juga

merupakan kekuatan dalam penelitian ini.
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SIMPULAN DAN SARAN

Kebutuhan akan penggunaan pestisida kimia, khususnya insektisida CPF oleh
petani sepertinya merupakan hal yang tidak dapat dihindarkan. Penelitian ini
menyajikan bukti terjadinya disrupsi fungsi tiroid pada penyemprot pestisida

dengan pajanan utama CPF dan faktor yang berkontribusi di dalamnya.

Penyemprot pestisida dengan pajanan utama CPF memiliki karakteristik berupa
tingginya proporsi praktik penggunaan pestisida gabungan dengan kekerapan kontak
langsung terhadap pestisida, rendahnya frekuensi penggunaan APD, yang disertai
tingginya volume pestisida yang disemprotkan dan lahan olahan yang luas. Variasi
genetik CYP2B6*6 berhubungan dengan kadar TCPy yang lebih rendah,
menunjukkan potensi variasi genetik CYP2B6*6 sebagai markah kerentanan pajanan
CPF. Aktivitas AChE dan TCPy berhubungan linier dengan DPK, mengindikasikan
hubungan dosis-respons akibat pajanan CPF. Dosis pajanan kumulatif tinggi
berhubungan dengan kadar TSH yang lebih tinggi dan rasio tiroglobulin/FT4 yang
lebih besar, menggambarkan adanya ketidakseimbangan hormonal sebagai indikator
terjadinya disrupsi pada fungsi tiroid. Konsentrasi TSH pada penyemprot pestisida
dengan pajanan utama CPF dipengaruhi oleh interaksi variasi genetik CYP2B6*6,
kadar TCPy, aktivitas AChE eritrosit, DPK dan rasio tiroglobulin/FT4, menunjukkan

hubungan dosis-respons dalam menimbulkan efek disrupsi tiroid.

Dengan menggunakan pendekatan berbasis pencegahan maka pengelolaan
kesehatan pada petani penyemprot pestisida perlu memperhatikan sejumlah faktor
di antaranya dosis pajanan, potensi efek kesehatan yang ditimbulkan dan
kerentanan genetik individu. Langkah-langkah yang perlu dilakukan pada keadaan
ini berupa pengendalian pajanan, diikuti oleh upaya monitoring biologis terhadap
pajanan, deteksi dini masalah kesehatan pada pekerja, dan identifikasi kerentanan
individu. Menurunkan dosis pajanan kumulatif akan memberikan manfaat yang
bermakna terhadap potensi dampak kesehatan akibat pajanan CPF, khususnya pada
fungsi tiroid. Upaya ini dapat dilakukan dengan pengendalian administratif melalui
pelatihan dan pendampingan tentang pemilihan, penggunaan dan pengelolaan
pestisida secara komprehensif yang disertai dengan pengasuhan berkelanjutan perlu
diberikan kepada petani pada umumnya dan khususnya pada penyemprot pestisida,
serta mendorong penggunaan APD dan pakaian kerja yang memadai.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Indonesia is an agricultural country and farmers generally use insecticides to control
pests. Farmers’ behaviour in using insecticides is generally poor with the use of
higher concentrations and more frequent applications. Chlorpyrifos (CPF) is the most
frequently used insecticide and may develop certain risks of health problems. CPF
toxicity occurs through a series of metabolic processes including bioactivation to the
active metabolite chlorpyrifos-oxon (CPF-O) and detoxification to form the inactive
metabolite TCPy. In addition, CPF also binds to the enzyme acetylcholinesterase
(AChE), so that the decrease in AChE activity is one of the important biomarkers of
CPF exposure. The balance between the activation and detoxification reactions of
chlorpyrifos is influenced by the presence of other xenobiotics, the activity of the
enzyme paraoxonase-1 (PON-1) and cytochrome P450 (CYP) enzymes such as
CYP2B6 and CYP2C19 which affect the individual’s response to xenobiotics.*°

CPF exposure in pesticide sprayers assessed by cumulative exposure level (CEL),
PON-1, AChE and TCPy in their interaction with genetic variations CYP2B6,
CYP2C19 as the biomarkers of individual susceptibility to CPF exposure may alter
thyroid function. Previous studies showed morphological and histopathological
changes in the thyroid of experimental animals after exposure to low doses of
chlorpyrifos. It is thought that the decrease in thyroid hormone levels is related to
the destruction of thyroid follicular cells and further interferes with the process of
thyroid hormone synthesis. However, to date, there is limited evidence showing a
direct toxic effect of CPF on organs or tissues other than the nervous system and
therefore the exact mechanism of thyroid damage is not fully understood.'%16:%
Epidemiological studies on the impact of chlorpyrifos exposure on thyroid

disorders in humans are also limited and inconclusive.

Therefore, this study was conducted to determine the role of PON-1, AChE, and TCPy
as the biomarkers of CPF exposure, polymorphisms of CYP2B6 and CYP2C19 as
biomarkers of susceptibility, and the ratio of thyroglobulin/FT4 (Tg/FT4), FT4 and TSH
as biomarkers of effects of thyroid disorders due to CPF exposure. In Occupational
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Medicine, the result of this study will be useful in early detection and diagnosis of work-
related thyroid diseases as well as their prevention and control measures.

METHODS

This cross-sectional study was conducted in July—October 2020. A total of 151 garlic
and vegetable farmers who used CPF for at least 1 year in Pancot and Adipuro Village,
Central Java participated in this study. The data on the characteristics of the subjects
and the estimation of cumulative exposure level (CEL) were taken by interview.
Cumulative exposure level (CEL) was calculated using the validated method from
Dosemeci in Agricultural Health Study.®® Question regarding sociodemographic
characteristics consists of several questions such as age, gender, smoking habit and
educational background. The interview for agricultural work-related (occupational)
characteristics consisted of several specific questions on those related to pesticide

exposure, work practice, and the use of personal protective equipment (PPE).

Serum creatinine, blood glucose, ALT, AST test were done by Prodia Occupational
Health Center (OHC) Cikarang using commercial kits in Proline R-910 platform in
accordance with manufacturer standard. The thyroid parameters i.e., TSH, FT4, and
thyroglobulin were analyzed under Electrochemiluminescence Immunoassay
(ECLIA) method in Roche Cobas e-411 platform using diagnostic reagents Elecsys
TSH, Elecsys FT4 111, and Elecsys Tg Il in accordance with manufacturer protocols

and standard clinical laboratory methods.

Urinary iodine excretion (UIE), PON-1, AChE and TCPy were analyzed by Prodia
Industrial Toxicology Laboratory. Urinary iodine was analyzed using Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS) according to CDC 3002.1
method.® Serum PON-1 was determined spectrophotometrically using nitrophenol
as standard. The standard solution and the sample solution were read at a
wavelength of 405 nm. Red blood cell AChE activity was determined
photometrically by the Ellmann method. Urinary TCPy concentrations were
detected in spot urine sample using Agilent Ultivo triple quadrupole mass
spectrometer (Agilent Technologies, Singapore) with Masshunter software
program was used for data acquisition and data analysis.The extraction procedure

was adopted with small adjustment from Smith et.al.’®* while the separation and
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detection procedure were adopted with little modification from CDC 6103.03
laboratory method.1%? Chromatographic separation was performed using Agilent
High Performance Liquid Chromatography (HPLC Infinity 1260, Germany). The

detectable TCPy concentrations were adjusted by urinary creatinine concentrations.

Genotyping assay was performed by Laboratorium Klinik Prodia. CYP2C19*2 and
*3 was analyzed using PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism). During the RFLP phase, specific restriction
enzyme/ endonuclease was added to DNA fragment and identified with
electrophoresis gel. Smal restriction enzyme was used in CYP2C19*2 analysis
while primers forward 5>-CAGAGCTTGGCATATTGTATC-3’ and reverse 5°—
GTAAACACACAACTAGTCAATG — 3° were used in the PCR amplification
process. In addition, BamHI restriction enzyme was used in CYP2C19*3 analysis
and the amplification process were done using primers forward 5’-
AAATTGTTTCCAATCATTTAGCT-3" and reverse 5>-ACTTCAGGGCTTGGT
CAATA-3".

The CYP2B6 - 516G>T (rs3745274) was analyzed using TagMan® SNP
Genotyping Assay C 7817765 60 (Applied Biosystems, CA, USA) as the
primers and probe on the Rotor-Gene Q (QIAGEN GmbH, Germany) thermocycler.
TagMan GTXpress Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA) was used as the
master mix of PCR reagent. The laboratory kit was intended for research use only.
Genotypes were determined by the allelic discrimination plot using fluorescence
signals from TagMan probe according to the manufacturer’s instruction. The
CYP2B6 — 785A>G (rs2279343) genotype was analyzed using Sanger sequencing
method. Samples were amplified by PCR with primers as described by Zakeri
et.al.>® and produced a 640 bp PCR product for sequencing. All of the sequencing
method was performed by 1st BASE DNA Sequencing Division, Apical Scientific
Sdn Bhd, Selangor, Malaysia.

The analysis was performed using SPSS 20 for Windows. The Mann-Whitney U
and Kruskal Wallis test was used to measure the difference in numerical variables
according to the individual and occupational characteristics. Allele and genotype

frequencies were calculated directly. Multiple linear regression analysis was used
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to examine the association between thyroid function and its contributing factors.
Variables associated with thyroid function at a significance level of p < 0.20 in the
simple regression analysis were included in the multivariate model. Following the
stepwise procedure, all contributing variables associated with thyroid function at a
significance level of 0.05 were retained in the final model. Path analysis was
performed with JASP version 0.14.1 (University of Amsterdam) to test the causal
relationship model of factors contributing to TSH. 95% confidence interval and p
value of 0,05 were applied. The study protocol was approved by the Ethical
Committee of the Faculty of Medicine Universitas Indonesia on March 23, 2020
(No. KET-339/UN2.F1/ETIK/PPM.00.02/2020).

RESULTS AND DISCUSSION
There were 195 vegetable farmers aged 18-65 years who were actively using CPF
for at least one year and gave written consent to participate in the study as the

sample frame of the study.

In the first phase, the subjects were interviewed for sociodemographic and
occupational (i.e., agricultural work-related) characteristics and underwent a health
examination. During the health examination, height and weight were measured, and
at the same time, spot urine and blood samples were taken to test for urinary iodine
excretion (UIE), and blood chemistry (serum creatinine, aspartate
aminotransferase-AST, alanine aminotransferase-ALT). In the second phase, 20
participants did not come at the appointed time, so they were considered to have
withdrawn from the study. Only 175 participants took part in this phase and
received an explanation of the results of their respective screening tests. Among
those who attended the second phase, there were 24 participants who had UIE < 50
Mg/L, or have kidney disease, or decide not to continue the participation, or do not
complete the confirmation of their medical and occupational history were excluded
from the study. Due to the limited number of urine samples available, only 132

subjects had their TCPy results corrected with urine creatinine.

The mean (standard deviation; SD) age was 50 (SD 9.4) years. Among them, 137
(91%) were male, 140 (93%) were members of local farmer’ society, 131 (87%)

had low educational level with 10 out of 132 subjects in low educational level had
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never attended formal education and 73 (48%) were smokers. The mean (SD) and
median (min—max) of CEL were 32.44 (24.78) and 25.95 (0.40-136.58). The CEL
was classified into two groups, high and low exposure group, with the median as

the cut-off point.

Most of the subjects had reported direct contact with pesticides and being splashed
or spilt during preparation or spraying activity. Contradictory, the proportion of
proper PPE use in our study population was 2% while the proportion of ‘no PPE
used’” was 15%. Most frequently used PPE in study population were face mask
(cloth masks or surgical masks) and boots which did not provide sufficient
protection against CPF exposure. However, we also found that appropriate clothing
(i.e. long sleeve and long trousers) while spraying pesticides were associated with
lower cumulative exposure. These findings are relevant to reduced exposure
because long sleeves and trousers provide a partial barrier against direct contact due

to splashes or spills. 112113

Significantly few farmers reported using pesticides according to the user
instructions (2.0%), and all of them were in the low CEL group. The number of
days spraying per year was considered high, with 104 days per year on average.
Regarding the use of pesticides, 94% of our subjects reported using two or more
pesticides. Nearly half of the subjects used additional insecticides with the active
ingredients abamectin or beta cyfluthrin or methomyl. Those three pesticides were
classified as IB in WHO classification, indicating higher potential of acute toxicity.
Although no association was found between the use of multiple pesticides with
biomarkers of exposure or effects on thyroid, the tendency to use complex mixtures
of pesticides in agricultural practice should remain a concern because of the
potential interaction of the mixtures used and the possibility of acute toxicity

associated with the unsafe use.

The median (min—-max) of PON1, AChE, and TCPy were 120.93 (49.55-196.57)
mol/L, 8.03 (4.15-14.13) U/g haematocrit, dan 2.31 (0.17-49.12) ug/g creatinine,
respectively. Paraoxonase-1 plays a role in the detoxification process of CPF-O
resulting from the phase 1 metabolism of chlorpyrifos in the liver to
diethylphosphate (DEP) and 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCPy).*® There were no
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significant differences in PON-1 levels according to occupational characteristics.
This might due to some reasons that CPF metabolism also involves a number of
enzymes including carboxylesterase, butyrylcholinesterase, or CYP as well as the
PON-1 gene polymorphisms that may impaired the enzyme activities. AChE was
associated with CEL, age, days after spraying, and TCPy. AChE activity was
significantly lower in low CEL group (p < 0.001) indicating that subjects were

exposed to chemicals with AChE inhibition properties, CPF in particular.3%3

The genotype frequency of CYP2B6 were as follows *1/*1 (32 %); *1/*6 (50 %);
dan *6/*6 (18 %) while for CYP2C19 *1/*1, *1/*3, *1/*2, and *2/*2 were 64 %, 7
%, 23 % and 6 %, respectively. The median TCPy concentrations was significantly
associated with CYP2B6*6 (p = 0.005). Subjects with CYP2B6 *1/*1 had higher
TCPy compared to *1/*6 or *6/*6 and shows significant difference at p = 0.039 and
p=0.002, respectively. Since the CYP2B6 is one of the most important enzymes in
CPF metabolism, individuals with higher CYP2B6 expression (i.e., CYP2B6*1/*1)
are more susceptible to exposure due to the higher CPF-O formation and further
indicated by higher TCPy concentrations.!* Regarding to its effects on CPF
metabolism, CYP2B6*6 has similar kinetic activity compared to CYP2B6*1,
however it is expressed at lower levels due to the aberrant splicing,® thereby
reducing its ability to activate CPF-O formation.’® CYP2C19 plays a role in the
detoxification process of CPF to form the inactive metabolite TCPy. Genetic
variations of CYP2C19*2 and *3 was thought to have lower enzymatic activity
which results in a decrease in the CPF detoxification process.’%*3 However, the
results in the current study did not show any differences in TCPy levels based on

genetic variations of CYP2C19.

TCPy concentrations were higher among subjects with CYP2B6*1/*1 genotype (p
= 0.002). Body mass index (p = 0.006) was negatively associated with the levels of
TCPy while those classified as not smoking (p = 0.004), high CEL group (p =0.012)
or those who sprayed pesticides other than in the morning time (p = 0.014) had
higher TCPy concentrations. TCPy as a specific metabolite of CPF exposure was
positively associated with CEL. High CEL group had a higher TCPy
concentrations. Urine TCPy was significantly lower in smokers than in non-

smokers, suggesting this may be related to impaired metabolism or xenobiotic
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elimination that occurs in smokers.'313! Higher body mass index (BMI) in this
study was associated with lower TCPy levels. Chlorpyrifos parent compound is
highly lipophilic, so that the highest concentrations are present in the fat or adipose
tissues, leading to the speculation that lipid storage may play an important role in
the CPF elimination rates.3* CPF that was temporarily bound to fat tissue will be
released and undergo metabolism to form CPF-O so that the effect may last
longer.233! Therefore, it is important for every pesticide sprayer to maintain their
ideal BMI to reduce the possibility of slower CPF elimination rates. Spraying time
in the morning has an effect on exposure control. In the morning, the air tends to be
calmer, reducing the risk of accidentally inhaling chemicals from strong winds.
Lower temperatures and higher relative humidity in the morning mean that the

pesticide sprayed may not evaporate as much as during the day.

The median (min—-max) of TSH, FT4, thyroglobulin and Tg/FT4 ratio were 1.46
(0.01-10.30) ulU/mL, 1.17 (0.79-6.85) ng/dL, 7.87 (0.43-76.92) ng/mL, and 6.23
(0.37-91.57) x 102, respectively. The TSH concentration were higher in the high-
exposed group (p = 0.002). Urinary iodine excretion (UIE) (p = 0.026) and FT4 (p
= 0.033) were negatively associated with the levels of TSH, while Tg/FT4 ratio (p
< 0.001) and days after spraying (p = 0.003) were positively associated with TSH

concentration.

The post spraying duration time (days) was positively associated with TSH
concentrations. We consider these findings suggest that farmers were exposed to
certain levels of pesticide exposure that have the potential to cause chronic or
cumulative effects rather than acute effects on the thyroid. UIE was negatively
associated with TSH concentration. lodine deficiency, indicated with UIE below
100 pg/L in population, was associated with serum TSH concentration. Conversely,

excess iodine will subsequently be associated with decreased TSH.140:141

The majority of epidemiological studies published so far addressing the thyroid
impacts on pesticide exposed farmers reported decreased circulating thyroid
hormones and increased TSH concentration. Animal studies suggest that
chlorpyrifos is associated with thyroid disruption that postulated to be attributed to
structural damage of CPF to thyroid tissue.
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We found that median TSH concentrations were higher among high CEL group.
The median FT4 concentration was negatively associated with TSH, while Tg/FT4
ratio was positively associated with TSH. This situation raises the opinion that the
thyroid follicular damage due to CPF exposure has a greater negative effect on the
thyroid hormone synthesis pathway than thyroglobulin. Using the argument that
CPF causes damage to the thyroid follicular epithelium, it was thought that the
thyroid hormone and thyroglobulin synthesis process runs under non-optimal
conditions. The disruption in thyroid hormone synthesis leads to a relatively low
circulating thyroid hormone and a feedback mechanism to anterior pituitary occurs
resulting in increased TSH secretion. The thyroid hormone synthesis was then
initiated and increased TSH secretion also stimulates thyroglobulin synthesis.
Therefore, increased TSH levels and Tg/FT4 ratio are considered as potential
factors indicating thyroid disruption due to CPF exposure. This phenomenon was
observed in this study and also provides an explanation that the Tg/FT4 ratio is the

main factor that contributes to TSH levels in multiple linear regression analysis.

Pathway analysis was performed to examine the causal relationship model of
factors contributing to thyroid function. Exogenous variables were CYP2B6, FT4,
UIE and CEL, while TCPy, AChE, CEL, Tg/FT4 ratio and TSH were endogenous
variables. CYP2B6 gene polymorphism was tested as an independent variable for
TCPy. CEL was an independent variable for TCpy, AChE, Tg/FT4 ratio, and TSH
while Tg/FT4 ratio was tested as the independent variable to TSH. The model was
fit due to several parameters i.e. p > 0.05; CFI > 0.90; TFI, NFI and GFI > 0.95;
RMSEA and SRMR < 0.08. In the path analysis model, CYP2B6*6 has a negative
effect on TCPy, suggesting that subjects with CYP2B6*6 gene polymorphism will
have lower exposure level as indicated with lower TCPy levels. On the other hand,
CEL has a negative effect on AChE, therefore higher CEL will results in lower
AChE activity. Tg/FT4 ratio (p = 0.490; p < 0.001) and CEL (B =0.175; p = 0.018)
have a positive direct effect on TSH. Indirect effect of CEL to TSH was found
through Tg/FT4 ratio of 0,104 and giving a total effect of 0.279 to TSH. AChE and
TCPy were positively correlated. CEL has a direct effect with a path coefficient of
0.21 on the ratio of Tg/FT4 and a total effect of 0.28 on TSH. The Tg/FT4 ratio has
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a direct effect of 0,49 to TSH. All of the coefficients were significant at p < 0.05
and the contribution of CEL and Tg/FT4 ratio to the subject” TSH was 30.7%.

LIMITATIONS AND STRENGTH OF THE STUDY

The amount of CPF or composition of the mixture used was not actually measured
directly and analysis of the combination of pesticides used was not carried out in
this study. All of the information regarding agricultural activities were self-reported
by the farmers that may result in exposure misclassification. However, the
possibility of misclassification has been limited by randomly asking several
important questions to determine the answers' consistency. Occupationally exposed
farmers may also be exposed to pesticides by consuming contaminated food and
drink and it also known that certain foods may affect the iodine levels which is
important in thyroid biosynthesis, however, the information on daily food
consumption was not collected. Although the participants were asked to attend the
second phase in specified time, which is 1 day after the spraying activity, for some
reason they attended according to their free time, so that it could affect the detected
metabolite concentrations. The chromosome location of the SNP variant was not
assessed, so that individuals who are carriers of both CYP2B6 785A>G and
516G>T alleles could be either heterozygous for the CYP2B6*6 allele (*1/*6) or
compound heterozygous (*4/*9). Apart from the potential interactions of complex
mixture of pesticides used by the farmers, another limitation regarding our cross-
sectional study design made it impossible for us to establish a causal temporal

relationship between CPF exposure and thyroid dysfunction.

The number of subjects who participated in this study was sufficient. To the best of
our knowledge, this is the first report of the distribution frequencies of CYP2B6*6
gene polymorphisms in association with TCPy concentrations in Indonesian
agricultural populations. The measurement of biomarker of CPF exposure (TCPy
and AChE), susceptibility (CYP2B6 and CYP2C19) and multiple thyroid
parameters i.e., TSH, FT4, and thyroglobulin to characterize the altered thyroid
function was a strength of our study. The use of validated quantitative methods for
CEL estimation supported by a detailed information on occupational characteristics

pesticide was also a strength in our work.
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CONCLUSIONS AND SUGGESTIONS
The need for the use of chemical pesticides, especially CPF insecticides by farmers,
seems unavoidable. This study provides evidence of impaired thyroid function in

pesticide sprayers with primary exposure to CPF and its contributing factors.

Pesticide sprayers were characterized by the high proportion of multiple pesticides
used and frequent direct contact with pesticides, low frequency of PPE used
accompanied by higher volume of mixture applied and broader acres of land.
CYP2B6*6 gene polymorphism was associated with lower TCPy levels in pesticide
sprayers, suggesting the potential for CYP2B6*6 as a biomarker of susceptibility
to CPF exposure. AChE activity and TCPy levels were linearly associated with
CEL, indicating a dose-response relationship due to CPF exposure. Higher TSH
concentrations and Tg/FT4 ratio were found in the high CEL group, suggesting
hormonal imbalance as an indicator of impaired thyroid function.TSH was
influenced by the interaction of genetic variation of CYP2B6*6, TCPy level, AChE
activity, CEL and Tg/FT4 ratio, suggesting a dose-response relationship in

developing the thyroid disorders.

Using a prevention-based approach, several factors including exposure levels,
potential health effects and individual genetic susceptibility should be considered
in managing the health of pesticide-spraying farmers. There are some measures that
need to be taken in this situation including exposure control, followed by biological
monitoring of exposure, early detection of health problems, and individual
susceptibility. Reducing the exposure levels would allow a significant benefit to the
potential health effects of CPF exposure, particularly on thyroid function.
Administrative control through training and assistance in the selection of pesticides,
comprehensive pesticide management of comprehensive pesticides accompanied
by continuous assistance and encouraging the use of PPE and adequate work clothes

for farmers and pesticide sprayers in particular will result in reduced exposure.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Naskah Penjelasan untuk Subjek Penelitian

LEMBAR PENJELASAN KEPADA CALON SUBJEK

Selamat pagi, saya dr. Liem Jen Fuk, Sp.Ok, MKK peserta Program Studi S3
lImu Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, akan melakukan
penelitian berjudul: “Biomonitoring pada Penyemprot Pestisida dengan
Pajanan Utama Klorpirifos: Analisis Interaksi Dosis Pajanan Kumulatif,
PON-1, Variasi Genetik CYP2B6 dan CYP2C19 Terhadap Kejadian
Hipotiroid”.

Kegiatan pertanian di Indonesia pada umumnya menggunakan pestisida dengan
klorpirifos (CPF) merupakan pestisida dengan penggunaan tertinggi karena
efektifitasnya terhadap serangga pengganggu dan secara ekonomis lebih terjangkau
bagi sebagian besar petani. Klorpirifos merupakan bahan kimia yang biasa
digunakan untuk membunuh hama seperti ulat bawang atau ulat grayak. Salah satu
gangguan kesehatan utama akibat penggunaan CPF adalah penyakit gondok. Satu
hingga 3 dari 8 petani yang terpajan pestisida dapat mengalami kekurangan hormon
tiroid yang sangat dibutuhkan dalam hampir semua proses dalam tubuh manusia.
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari hubungan antara penggunaan CPF dan
aspek bawaan (genetik) terhadap kejadian penyakit gondok pada petani yang
menggunakan pestisida. Jumlah peserta yang diharapkan dapat berpartisipasi
dalam penelitian ini adalah 244 orang petani berusia 18-65 tahun yang terpajan

dengan CPF selama bekerja dan berada dalam kondisi fisik terbaik.

Apabila anda bersedia berpartisipasi dalam penelitian ini, kami akan melakukan
beberapa hal mulai dari melakukan wawancara untuk menanyakan data pribadi
anda, riwayat kesehatan, riwayat kebiasaan yang anda jalani serta melakukan
pengamatan terhadap lokasi kerja dan cara kerja yang anda lakukan. Kami juga
akan melakukan pemeriksaan pada fisik (tubuh) anda di antaranya berupa keadaan
umum, pengukuran tinggi dan berat badan, lingkar pinggang, tekanan darah serta
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pemeriksaan gondok. Selanjutnya kami akan melakukan pengambilan sampel darah
dan air seni anda yang akan digunakan untuk menilai kondisi/risiko anda, kondisi
kelenjar gondok, faktor keturunan (genetik), serta besarnya bahan kimia (pestisida
CPF) yang masuk dalam tubuh anda. Keseluruhan darah yang akan diambil kira-
kira sebanyak 1 sendok makan dari pembuluh darah di lipatan siku dan air seni
sebanyak Y4 gelas air mineral. Pengambilan darah dan urin tesebut maksimal
dilakukan pada 2 waktu yang berbeda dengan persiapan dan tatacara sesuai arahan
yang diberikan oleh peneliti. Seluruh tindakan pengambilan darah ini pada dasarnya
merupakan prosedur yang aman yang dilakukan dengan tata cara yang benar dan
bebas hama oleh petugas terlatih sehingga tidak membahayakan anda. Namun
demikian, pengambilan darah akan menimbulkan sedikit rasa tidak nyaman atau
nyeri, dengan kemungkinan timbul kejadian ikutan setelah prosedur pengambilan
darah berupa memar ringan di lokasi pengambilan darah hingga infeksi yang bila
terjadi akan ditangani sebagaimana mestinya.

Keuntungan melalui keikutsertaan dalam penelitian ini adalah anda mendapatkan
pemeriksaan kesehatan secara gratis. Seluruh biaya yang berkaitan dengan
pemeriksaan kesehatan dalam penelitian ini akan ditanggung oleh peneliti.
Penelitian ini akan bermanfaat bagi seluruh petani yang bekerja dengan pestisida
berupa pengetahuan tentang upaya pencegahan dini munculnya gangguan gondok
akibat CPF. Oleh karenanya kami sangat menghargai partisipasi dan kepedulian

anda dalam mendukung perkembangan ilmu kedokteran khususnya di Indonesia.

Kami juga ingin menyampaikan bahwa hasil penelitian ini akan dilaporkan di forum
ilmiah dan dalam bentuk publikasi pada jurnal ilmiah dalam maupun luar negri
tanpa mencantumkan identitas bapak/ibu/saudara. Semua informasi yang kami
kumpulkan dalam penelitian ini akan dijaga kerahasiaannya. Keikutsertaan anda
dalam penelitian ini bersifat sukarela, tanpa paksaan dari siapapun. Sebagai peserta
penelitian ini, bapak/ibu/saudara berkewajiban untuk mengikuti arahan seperti yang
tertulis di atas dan untuk kesediaan anda berpartisipasi dalam penelitian ini, peneliti
menyediakan insentif berupa uang lelah sebesar Rp. 35.000,- yang akan diberikan

2 (dua) kali masing-masing pada sesi pengambilan darah/urin pertama dan sesi
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konsultasi yang anda hadiri. Sebaliknya, bila karena satu dan lain hal anda tidak
berkenan berpartisipasi, atau tidak dapat meneruskan partisipasi dalam penelitian
ini atau merasa tidak lagi bersedia ikut, maka anda berhak untuk setiap saat
mengundurkan diri dari kepesertaan penelitian ini tanpa syarat apapun. Bila ada hal
lain yang belum jelas atau belum dimengerti dengan baik, maka anda dapat
meminta penjelasan lebih lanjut kepada dr. Liem Jen Fuk (+62 819 05953919).
Sekiranya anda menyetujui untuk turut berpartisipasi, maka diharapkan agar dapat
menandatangani surat persetujuan setelah penjelasan untuk mengikuti penelitian

ini. Atas kesediaan dan kerja samanya diucapkan terima kasih.
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Lampiran 2. Lembar Persetujuan Keikutsertaan dalam Penelitian

LEMBAR PERSETUJUAN KEIKUTSERTAAN DALAM PENELITIAN

Semua penjelasan tersebut telah disampaikan kepada saya dan semua

pertanyaan saya telah dijawab oleh peneliti. Saya mengerti bahwa bila

memerlukan penjelasan, saya dapat menanyakan kepada dr. Liem Jen Fuk.

Sertifikat Persetujuan (Consent)

Saya telah membaca semua penjelasan
tentang penelitian ini. Saya telah
diberikan kesempatan untuk bertanya
dan semua pertanyaan saya telah
dijawab dengan jelas. Saya bersedia
untuk berpartisipasi pada studi

penelitian ini dengan sukarela.

Nama subjek/wali

Tanda tangan peserta studi

Tanggal

hari/bulan/tahun

Saya mengkonfirmasi bahwa peserta
telah diberikan kesempatan untuk
bertanya mengenai penelitian ini, dan
semua pertanyaan telah dijawab
dengan benar. Saya mengkonfirmasi
bahwa persetujuan telah diberikan

dengan sukarela.

Nama peneliti/peminta persetujuan

Tanda tangan peneliti/peminta
persetujuan
00

Tanggal

hari/bulan/tahun

Informasi Peneliti:

Peneliti Utama:

dr. Liem Jen Fuk, Sp.Ok, MKK

Program Studi S3 llmu Kedokteran

JI. Salemba Raya No. 6, Jakarta Pusat, 10430

081905953939 / (email: jenfuk.dr@gmail.com)
KEPK FKUI-RSCM: Jalan Salemba 6, Jakarta Pusat, 10430

No. Telp: 021 3157008

Email; ec fkui@yahoo.com
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Lampiran 3. Rincian Kegiatan

Rencana kegiatan pengambilan data penelitian dan ketentuan protokol kesehatan

sesuai pembatasan sosial. Garis besar kegiatan pengambilan data penelitian terdiri

dari sejumlah aktivitas sebagai berikut:

1.

Observasi tempat kerja secara umum dan cara kerja subjek penelitian untuk
menilai dosis pajanan kumulatif. Tidak semua lokasi dan cara kerja subjek
dapat diidentifikasi mengingat keterbatasan tenaga, waktu dan jarak tempuh
menuju lokasi kerja.

Memberikan penjelasan penelitian dan informed consent pada calon subjek
Pemeriksaan subjek penelitian:

- Wawancara, pengisian kuesioner dan pemeriksaan fisik

- Pengambilan spesimen darah vena dan urin (sampling pertama)

- Konsultasi hasil pemeriksaan

- Pengambilan spesimen darah vena dan urin (sampling kedua)

Pengambilan data penelitian ini dilakukan dengan senantiasa mempertimbangkan

kondisi pandemi COVID-19 yang tengah terjadi dan oleh karenanya berlangsung

dengan melakukan sejumlah protokol kesehatan di antaranya:

1.

Melakukan pemantauan suhu tubuh pada setiap orang yang terlibat dalam
kegiatan penelitian ini sebelum kegiatan berlangsung

Jumlah orang yang berkumpul selama pemeriksaan dalam satu tempat di
satu waktu yang sama dibatasi dan dilakukan pengaturan jarak antar orang
1 - 2 meter.

Peneliti, anggota peneliti dan pendamping menerapkan kewaspadaan
standar dan menggunakan alat pelindung diri yang sesuai di antaranya
masker, sarung tangan, dan atau pelindung wajah.

Subjek penelitian mengenakan masker selama berlangsungnya kegiatan
penelitian ini. Peneliti menyediakan masker kain atau masker medis di
lokasi pemeriksaan, sehingga subjek yang berada di lokasi pemeriksaan

tanpa masker diberi masker untuk langsung digunakan.
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5.

6.

Menerapkan perilaku cuci tangan untuk menjaga kebersihan tangan tim
peneliti dan subjek penelitian. Untuk itu, peneliti mengusahakan
ketersediaan air bersih di tempat penelitian dan menyediakan hand sanitizer
sebagai alternatif untuk dipergunakan selama penelitian.

Menjaga kebersihan dan higienitas lokasi penelitian.

Sosialisasi kegiatan

Koordinasi dengan koordinator petani (paguyuban) untuk menemui petani sebagai

calon subjek di lokasi lain yang disediakan.

1.
2.

Peneliti memperkenalkan diri dan timnya

Calon subjek diberikan lembar penjelasan penelitian (lampiran 1) dan
lembar persetujuan setelah penjelasan (informed consent) pada lampiran 2

Peneliti membacakan informasi yang tertulis dalam lembar penjelasan
penelitian dan memberikan penjelasan mengenai penelitian yang akan
dilakukan. Peneliti juga menjelaskan bahwa setiap subjek penelitian yang
berpartisipasi dalam penelitian akan menjalani wawancara, pemeriksaan
fisik dan pemeriksaan laboratorium berupa pengambilan darah dan urin
sewaktu sebanyak maksimal sebanyak 2 kali pada waktu yang ditentukan.

Peneliti memberikan kesempatan kepada subjek untuk bertanya dan
memberikan jawaban sesuai pertanyaan yang diajukan

Peneliti meminta kepada seluruh calon subjek yang bersedia berpartisipasi
lebih lanjut untuk mengisi dan menandatangani lembar informed consent

serta mengembalikannya kepada peneliti.

Sesi pemeriksaan pertama

1.

Subjek penelitian tiba di lokasi pemeriksaan dan diterima oleh
dokter/petugas registrasi untuk kemudian didaftarkan sebagai peserta
harian.

Dokter dibantu oleh 1 petugas lainnya melakukan wawancara, pemeriksaan
tekanan darah, tinggi badan, berat badan, perabaan tiroid.

Subjek kemudian diarahkan ke pemeriksaan laboratorium. Petugas

phlebotomis menanyakan identitas subjek penelitian, kemudian mengambil
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tabung dan jarum yang masih baru lalu menunjukkannya kepada subjek
penelitian.

4. Petugas kemudian menempelkan label identitas subjek pada tabung tersebut
dan sekali lagi menunjukkan tabung tersebut kepada subjek untuk
memastikan bahwa label yang ditempelkan merupakan label identitas yang
benar.

5. Dilakukan pengambilan darah oleh petugas phlebotomis dan kemudian
sampel darah dteruskan ke meja distribusi sampel.

6. Subjek diberi pot urin dan juga diberikan informasi mengenai cara
menampung urin. Setelah subjek menampung urin, pot dikembalikan ke
petugas dan di beri label nama.

7. Subjek penelitian yang telah diambil darah dan mengumpulkan urin
kemudian memperoleh pengganti uang lelah dan diberi informasi tentang
jadwal kedatangan berikutnya.

8. Petugas distribusi sampel melakukan pencatatan waktu pengambilan darah
dalam log yang tersedia, kemudian melakukan sentrifuse spesimen darah
dan memisahkan serum dan endapannya.

9. Sampel darah dan urin kemudian dimasukkan dalam ice box kemudian

dikirim ke laboratorium pemeriksa.

Sesi pemeriksaan kedua + konsultasi

1. Subjek penelitian datang untuk menerima informasi tentang hasil
pemeriksaan pertama. Setelah diberikan penjelasan oleh dokter mengenai
hasil tersebut, subjek yang memenuhi persyaratan dan tetap ingin
berpartisipasi dalam penelitian diminta untuk melakukan kembali
pemeriksaan laboratorium.

2. Data riwayat pekerjaan dan riwayat medis yang belum lengkap atau
memerlukan klarifikasi telah dikonfirmasi pada tahap ini.

3. Petugas phlebotomis menanyakan identitas subjek penelitian, kemudian
mengambil tabung dan jarum yang masih baru lalu menunjukkannya kepada
subjek penelitian.
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. Petugas kemudian menempelkan label identitas subjek pada tabung tersebut

dan sekali lagi menunjukkan tabung tersebut kepada subjek untuk
memastikan bahwa label yang ditempelkan merupakan label identitas yang
benar.

Dilakukan pengambilan darah oleh petugas phlebotomis dan kemudian

sampel darah dteruskan ke meja distribusi sampel.

. Petugas kemudian memberikan pot urin dan menjelaskan kembali cara

penampungan urin kepada subjek penelitian.

. Subjek penelitian yang telah diambil darah dan mengumpulkan pot urin

kemudian melapor ke petugas registrasi dan memperoleh pengganti uang

lelah kemudian diberi informasi bahwa keseluruhan prosedur telah selesai.

. Petugas distribusi sampel melakukan pencatatan waktu pengambilan darah

dalam log yang tersedia, kemudian melakukan sentrifuse spesimen darah

dan memisahkan serum, buffy coat, dan endapannya.

. Petugas distribusi sampel mengelompokkan spesimen darah dan urin sesuai

kebutuhan parameter pemeriksaannya
a. Pemeriksaan CYP2C19 dan CYP2B6 dikerjakan di Laboratorium
Klinik Prodia
b. Pemeriksaan TCPy, AChE dan PON-1 dikerjakan di Prodia
Industrial Toxicology Laboratory
c. Pemeriksaan TSHs, FT4, Tiroglobulin dikerjakan di Prodia OHC
Cikarang

10. Sampel darah dan urin kemudian dimasukkan dalam ice box kemudian

dikirim ke Lab pemeriksa.
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Lampiran 4. Pemeriksaan Kimia Rutin (Glukosa, ALT, AST, Kreatinin)

Pemeriksaan glukosa

Pemeriksaan ini dilakukan untuk menentukan kadar glukosa dalam serum, plasma,
atau urin manusia dengan sistem fotometrik menurut metode tes UV enzimatik
heksokinase menggunakan reagen diagnostik in vitro Proline Glucose Hexokinase
FS pada alat Proline R-910. Pemeriksaan dilakukan sesuai dengan protokol

pabrikan dengan batas bawah deteksi 2 mg/dL.

Pemeriksaan ALT dan AST

Pemeriksaan ini dilakukan untuk menentukan kadar enzim alanine
aminotransferase (ALT), sebelumnya disebut glutamic pyruvic transaminase
(GPT) dan aspartate aminotransferase (AST), sebelumnya disebut glutamic
oxaloacetic transaminase (GOT) dalam serum atau plasma manusia dengan sistem
fotometrik menurut metode tes UV Optimal dari modifikasi IFCC (International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) menggunakan reagen
diagnostik in vitro Proline ALAT (GPT) FS pada alat Proline R-910. Pemeriksaan
dilakukan sesuai dengan protokol pabrikan dengan batas bawah deteksi 4 U/L
(ALT) dan 2 U/L (AST).

Pemeriksaan kreatinin

Pemeriksaan ini dilakukan untuk menentukan kadar kreatinin dalam serum, plasma,
atau urin manusia dengan sistem fotometrik menurut metode tes kolorimetrik
enzimatik menggunakan reagen diagnostik in vitro Proline Creatinine PAP FS pada
alat Proline R-910. Pemeriksaan dilakukan sesuai dengan protokol pabrikan dengan
batas bawah deteksi 0.03 mg/dL.
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Lampiran 5. Pemeriksaan Yodium Urin

Prinsip pemeriksaan:

Pengukuran konsentrasi elemen lodine dari urine manusia yang diekstrak
menggunakan larutan basa. Sampel Urine yang telah terekstrak kemudian
dinebulisasi agar menjadi droplet mengalami desolvasi dan ionisasi dengan bantuan

energi dari plasma argon sehingga dapat dianalisis oleh sistem mass spectrometry.

Metode: Modifikasi metode CDC 3002.11% menggunakan alat Inductively Coupled
Plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS)

Sampel: urine dengan stabilitas hingga 2 bulan pada suhu ruang, suhu dingin, dan
beku

Reagen:
i.  Standard lodine (Merck, Jerman)
ii.  Standard Tellurium (Te) (Merck, Jerman)
iii.  HNOS3 Suprapur (Merck, Jerman)
iv.  Triton X-100 (Roche, Jerman)
v. TMAH 25% (Merck, Jerman)

Kontrol: Jenis ClinCheck Urine Control Trace Element (Recipe, Germany) Cat.
8849

Kalibrator: Jenis Standar Kalium lodida (K1) (Merck, Jerman)
Alat: Agilent ICP-MS 7700x

Langkah kerja:

A. Instrumen dan reagen

i. Hidupkan instrumen ICP-MS dan aktifkan program ICP-MS instrument control

ii. Siapkan larutan basa yang terdiri atas 4mL TMAH 25%, 10 uL Triton X-100,
dan tambahkan 100 mL ultrapure water.

iii. Bilas saluran sampel dengan rinse iodine yang terdiri dari 4 mL TMAH 25%,
100 uL triton x-100, dan tambahkan 100 mL ultrapure water. Kemudian
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washing solution yang terdiri dari 3mL HNO3 65% dan ditambahkan 100 mL
ultrapure water.

Hidupkan plasma argon, biarkan selama 20 menit kemudian lakukan tuning
dengan larutan khusus (Tuning Solutionfor ICP-MS, Agilent Technologies,
5085-5959)

Buat batch sesuai dengan panel yang akan dikerjakan yang parameternya sama
dengan hasil tuning pada poin (iv).

Preparasi Standard & Internal Standard

Siapkan stok standard Kalium lodida (K1) dengan konsentrasi 2000 ug/L dan
Tellurium 1000mg/L.

. Buat serial standard sebanyak 7 level dengan konsentrasi standard K1 (Merck)

konsentrasi 25 - 2000 pg/L yang setara dengan lodine 14.63 - 1170.96 pg/L
dengan menggunakan larutan basa untuk element lodine yang telah disiapkan.
Siapkan internal standard Tellurium (Te) dengan konsentrasi 10 ug/L melalui

pengenceran stok standar Te 10 ug/L dengan menggunakan larutan basa.

. Homogenisasi dengan vorteks dan letakkan vial untuk setiap level kalibrasi di

instrument untuk diinjeksikan. Letakkan tabung Tellurium pada saluran khusus
internal standard.

Preparasi kontrol dan sampel

Ambil sebanyak 40 uL bahan kontrol urine level 1 dan 2 kemudian tambahkan
1800 uL larutan basa dan 160 uL ultrapure water, homogenkan dengan vorteks,

letakkan pada instrumen untuk diinjeksikan.

. Ambil sebanyak 40 uL sampel urine kemudian tambahkan 1800 uL larutan basa

dan 160 uL ultrapure water, homogenkan dengan vorteks, letakkan pada

instrumen untuk diinjeksikan.

. Analisis Data dan perhitungan konsentrasi

Buat kurva kalibrasi dengan mengaplikasikan respons kelimpahan ion relatif

yang terbaca detektor yang akan berkorelasi positif dengan konsentrasi.

. Masukkan perhitungan internal standard sehingga diperoleh konsentrasi akhir

yang telah terkoreksi internal standard.
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Lampiran 6. Pemeriksaan Fungsi Tiroid (TSH, FT4, Tiroglobulin)

Pemeriksaan TSH

Pemeriksaan ini dilakukan untuk menentukan kadar Thyroid Stimulating Hormone
(TSH) di dalam serum atau plasma manusia berbasis teknologi
electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) menggunakan reagen diagnostik
Elecsys TSH pada alat Roche Cobas e-411.

Pemeriksaan dilakukan sesuai dengan protokol pabrikan dengan batas deteksi 0.005
— 100 mIU/L.

Pemeriksaan FT4

Pemeriksaan ini dilakukan untuk menentukan kadar free-thyroxine (FT4) di dalam
serum atau plasma manusia berbasis teknologi electrochemiluminescence
immunoassay (ECLIA) menggunakan reagen diagnostik Elecsys FT4 111 pada alat
Roche Cobas e-411.

Pemeriksaan dilakukan sesuai dengan protokol pabrikan dengan batas deteksi 0.04
—7.77 ng/dL.

Pemeriksaan tiroglobulin

Pemeriksaan ini dilakukan untuk menentukan kadar tiroglobulin di dalam serum
atau plasma manusia berbasis teknologi electrochemiluminescence immunoassay
(ECLIA) menggunakan reagen diagnostik Elecsys Tg Il pada alat Roche Cobas e-
411. Pemeriksaan dilakukan sesuai dengan protokol pabrikan dengan batas deteksi
0.04 — 500 ng/mL.
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Lampiran 7. Pemeriksaan Polimorfisme CYP2B6

Analisis CYP2B6 — 516G>T (rs3745274)

Ekstraksi DNA dilakukan tehadap specimen whole blood menggunakan spin
column method berdasarkan protokol pabrikan (Genomic DNA Mini Kit GB100 —
Geneaid Biotech Ltd., Taiwan). Pengujian kemurnian dan kuantifikasi ekstrak
DNA dilakukan menggunakan One Spectrometer dari NanoDrop™ (Termo Fischer
Scientific Inc., Amerika Serikat). Ekstrak DNA disimpan pada suhu -20°C hingga
digunakan.

Reagen yang dipergunakan diperuntukkan hanya bagi penelitian (research use
only). Primer TagMan® SNP Genotyping Assay C__ 7817765 60 (Applied
Biosystems, CA, USA) dan thermocycler Rotor-Gene Q (QIAGEN GmbH,
Germany). Master mix PCR TagMan GTXpress Master Mix (Applied Biosystems,
CA, USA). TagMan probe dipergunakan untuk menentukan genotip CYP2B6
516G>T berdasarkan sinyal fluoresens (Fam dan VIC) sesuai protokol pabrikan.
Sebanyak 6 sampel menjalani pemeriksaan DNA sekuensing di 1st BASE DNA
Sequencing Division, Apical Scientific Sdn Bhd, Selangor, Malaysia menggunakan

PCR product 533bp sebagai bagian dari validasi hasil pemeriksaan di atas.

Analisis CYP2B6 — 785A>G (rs2279343)

Genotipe CYP2B6 — 785A>G (rs2279343) dianalisis dengan menggunakan metode
Sanger sequencing. Sampel diamplifikasi dengan PCR menggunakan primer
seperti yang digambarkan dalam studi sebelumnya oleh Zakeri et.al.>® dan
menghasilkan produk PCR 640 bp. Seluruh metode sekuensing dikerjakan oleh 1st
BASE DNA Sequencing Division, Apical Scientific Sdn Bhd, Selangor, Malaysia.
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Lampiran 8. Pemeriksaan Polimorfisme CYP2C19 Genotipe *2 dan *3

METODE:
PCR + Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Goldstein and Blaisdell

Serum
1.
2.
3.

Jenis: Whole Blood
Volume: 5 mL
Stabilitas: 72 jam pada suhu ruang, 7 hari pada suhu 2-8 °C, tidak boleh
dibekukan.
Penanganan awal sampel - Pemisahan Buffy Coat
a. Sentrifuse whole blood pada 3000 rpm selama 15 menit.
b. Buang plasma dengan menggunakan pipet secara hati-hati.
c. Ambil =300 pL buffy coat berupa lapisan putih pada bagian antara
plasma dan sel darah merah dengan menggunakan pipet secara hati-

hati, pindahkan ke dalam tabung mikrosentrifuse 1.5 mL.

Reagen:

Reagen Ekstraksi:

1.
2.
3.
4.

High Pure PCR Template Preparation Kit
Proteinase K

Inhibitor Removal Buffer

Wash buffer

Reagen Amplifikasi:

1.
2.
3.

Kapa Tag DNA Polymerase
100 mM dNTP set

Primer Liofilisat

Genotyping:

CYP2C19*2: Smal Enzyme
CYP2C19*3: BamHI Enzyme

Gel Elektroforesis:

TAE buffer 10X
Ladder 100 bp + Loading Dye
Agarose
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- Ethidium Bromide

Kontrol:
- Kontrol Negatif: PCR hanya air tanpa template DNA
- Kontrol Positif

Alat
Ekstraksi
- Waterbath/Heating Block
- Vortex
- Mikrosentrifuse rotor 1.5 mL dengan kecepatan 8000xg dan 20.000xg
- Timer
Amplifikasi:
- Veriti Thermal Cycler / GeneAmp PCR System 2400
Deteksi:

- Neraca Analitik OHAUSS
- Perangkat gel elektroforesis

- Gel Documentation XR

Prinsip Pemeriksaan
CYP2C19 genotipe *2 dan *3 merupakan pemeriksaan genotipe menggunakan
prinsip PCR-RFLP berdasarkan pada hilang atau munculnya suatu situs restriksi
khusus akibat perubahan pada urutan DNA.
Tahapan reaksi pemeriksaan CYP2C19 adalah:
1. Isolasi spesimen untuk mendapatkan asam nukleat
2. Amplifikasi dan deteksi menggunakan gel agarosa
3. RFLP dan deteksi menggunakan gel agarosa.
Pada tahap RFLP, hasil PCR ditambahkan enzim restriksi/ endonuclease
yang sesuai sehingga akan menghasilkan potongan/ fragmen DNA dengan
panjang yang berbeda, yang kemudian diidentifikasi menggunakan gel

elektroforesis.
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Prosedur Pemeriksaan

A. Ekstraksi = berapa konsentrasi konten DNA (260nm), berapa pengotor

(kontaminan)

1.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

Siapkan tabung mikrosentrifuse 1.5 mL (3), Collection Tube (4), dan High
Pure Filter Tube (1), untuk setiap sampel yang akan dikerjakan menjadi satu
set pada rak tabung.

Pipet ke dalam tabung 1.5 mL secara berturut-turut: 200 pL buffy coat, 200
uL Binding Buffer, dan 40 pL Proteinase K (yang sudah dilarutkan
sebelumnya). Vortex segera dan inkubasi pada suhu 70 °C selama 15 menit.
Spin down untuk menurunkan semua cairan pada dinding tabung.
Tambahkan Isopropanol. VVortex sekitar 15 detik. Spindown.

Masukkan satu High Filter Tube untuk setiap sampel ke dalam Collection
Tube.

Pindahkan sampel sebanyak 540 uL ke dalam High Filter Tube. Sentrifuse
pada 8000xg selama 1 menit.

Pindahkan Filter Tube dari Collection Tube yang berisi filtrat dan ganti
dengan Collection Tube yang baru.

Tambahkan 500 pL Inhibitor Removal Buffer. Sentrifuse pada 8000xg
selama 1 menit.

Pindahkan Filter Tube dari Collection Tube yang berisi filtrat dan ganti
dengan Collection Tube yang baru.

Tambahkan 500 uLL Wash Buffer. Sentrifuse pada 8000xg selama 1 menit.
Pindahkan Filter Tube dari Collection Tube yang berisi filtrat dan ganti
dengan Collection Tube yang baru.

Tambahkan 500 pL. Wash Buffer. Sentrifuse pada 8000xg selama 1 menit.
Buang filtrat dalam Collection Tube tanpa mengganti Collection Tube.
Sentrifuse pada kecepatan penuh selama 10 detik.

Buang Collection Tube yang berisi filtrat dan ganti dengan tabung
mikrosentrifuse 1.5 mL.

Tambahkan 50 pL Elution Buffer yang telah diinkubasi pada 70 °C.
Sentrifuse pada 8000xg selama 1 menit.

Ulangi langkah 15.
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17. Lakukan pengukuran hasil ekstraksi dengan menggunakan Nanodrop.

18. Aliquot supernatan (ekstrak DNA) menjadi 2 tabung @ 50uL ke dalam
tabung 1.5 mL.

19. Gunakan segera Ekstrak DNA untuk proses amplifikasi atau simpan pada

2-8 °C selama 24 jam atau -70 °C untuk penyimpanan yang lebih lama.

B. Amplifikasi
Pembuatan Master Mix Amplifikasi

1. Siapkan 2 tabung mikrosentrifuse 0.5 mL masing-masing untuk membuat
mastermix amplifikasi CYP2C19*2 dan CYP2C19*3.

2. Masukkan komponen master mix dengan volume sesuai pada tabel master
mix amplifikasi ke dalam tabung mikrosentrifuse 0.5 mL dimulai dengan
water. Up and down agar homogen.

3. Siapkan Tabung PCR 0.2 mL sebanyak sampel ditambah 1 kontrol Positif
dan 1 kontrol negatif masing-masing untuk CYP2C19*2 dan CYP2C19*3.

4. Aliquot @ 24 uL master mix ke dalam masing-masing tabung PCR 0.2 mL.

MASTER MIX AMPLIFIKASI

No Nama Reagen Konsentrasi | Konsentrasi | Volume per |Volume 3 tes | Volume 5 tes
Stok Reagen Akhir reaksi (uL) (uL) (uL)

1|Buffer PCR 10x (+MgCI2) + dy10 X 1X 3 10.5 16.5
2|dNTP mix 10 mM 10 mM 0.1mM 0.3 1.05 1.65
3|Forward primer 20 UM 0.4 uM 0.6 2.1 3.3
4|Reverse primer 20 uM 0.4 uM 0.6 2.1 3.3
5|Kapa Taq Polymerase 5 unit / uL 0.6 unit 0.12 0.42 0.66
6|/PCR Grade Water - - 19.38 67.83 106.59
Total Volume 24 84 132

Amplifikasi PCR untuk CYP2C19*2 dilakukan dengan menggunakan primer
sebagai berikut:

Forward: 5’>-CAGAGCTTGGCATATTGTATC-3’

Reverse: 5°-GTAAACACACAACTAGTCAATG-3’

Primer untuk analisis CYP2C19*3 adalah:

Forward: 5°-AAATTGTTTCCAATCATTTAGCT-3’

Reverse: 5°-ACTTCAGGGCTTGGTCAATA-3’

Universitas Indonesia



150

Primer *2 terletak di antara intron 4 dan intron 5, dengan enzim Smal memotong di

exon 5. Primer *3 terletak pada intron 3 dan intron 4 dengan enzim BamHI

memotong di exon 4.
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C. Deteksi dengan Gel Elektroforesis

Lakukan Pembuatan Gel Agarose 2% —> Proses Elektroforesis

1.
2.

Siapkan parafilm.

Pipet 5 uLL Ladder 100 bp ke atas parafilm, campur dengan 1 uL. Loading
Dye dengan cara Up and down beberapa kali. Pipet ke dalam sumur gel.
Campur 5 uL produk PCR sampel dengan 1 uL loading dye seperti di atas.
Pipet ke dalam sumur gel dimulai dari lajur Kiri pertama dan seterusnya.
Atur proses elektroforesis pada 25 menit dan 100 V.

D. Genotyping

Pembuatan Master Mix Genotyping

1.

Siapkan 2 tabung mikrosentrifuse 0.5 mL masing-masing untuk membuat
mastermix genotyping CYP2C19*2 dan CYP2C19*3.

Masukkan komponen master mix dengan volume sesuai pada tabel master
mix genotyping secara berurutan ke dalam tabung mikrosentrifuse 0.5 mL

Up and down agar homogen.

MASTER MIX GENOTYPING 2C19*2

No Nama Reagen Konsentrasi | Konsentrasi | Volume per |Volume 2 tes | Volume 4 tes
Stok Reagen Akhir reaksi (uL) (uL) (uL)

1|Enzyme Smal 20 unit/uL  ]0.5 unit 0.5 1.25 2.25

2|Buffer M 10X No. 4 10 X 1X 2 5 9

3[H20 - - 7.5 18.75 33.75

Total Volume 10 25 45

* Jumlah master mix per jumlah tes sudah dilebihkan 0.5 reaksi
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No Nama Reagen Konsentrasi | Konsentrasi | Volume per | Volume 2 tes | Volume 4 tes
Stok Reagen Akhir reaksi (uL) (uL) (uL)

1{Enzyme BamHI 20 unit/uL {1 unit 1 2.5 4.5

2|Buffer M 10X No. 3 10 X 1X 2 5 9

3|BSA 100 X 1X 0.2 0.5 0.9

4|H20 - - 6.8 17 30.6

Total Volume 10 25 45

* Jumlah master mix per jumlah tes sudah dilebinkan 0.5 reaksi
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Lampiran 9. Prosedur Pemeriksaan AChE Eritrosit

Pemeriksaan dilakukan oleh Prodia Industrial Toxicology Laboratory.
Alat:
- Fotometer yang dapat mengukur pada panjang gelombang 400 - 440 nm
- Kuvet dengan ketebalan 1 cm, disposibel
- Centrifuge
- Tabung centrifuge, 5 ml
- Mikropipet 10, 100 dan 1000 pL, dapat disesuaikan berikut tip pipet yang
sesuai
- Vortex
- Stopwatch
- Water bath yang dapat disesuaikan pada suhu 25

Bahan:
- Reagen Ellmann
- 5.5-Dithio-bis-2-nitrobenzoic
- Asetilkolin iodide
- MiliQ
- Larutan salin fisiologis
- Dapar fosfat pH 7.2

Prinsip Kerja

Aktivitas AChE eritrosit ditentukan secara fotometris dengan metode Ellmann,
prinsipnya kinetika enzimatik. Setelah isolasi, pencucian, dan hemolisis eritrosit,
kemudian dicampurkan dengan substrat asetilkolin iodida untuk mengetahui
aktivitas AChE. Asetilkolin iodida akan diubah menjadi asetat dan thiokolin dengan
adanya AChE. Thiokolin iodida yang dihasilkan akan bereaksi dengan reagen
Ellman menghasilkan pigmen kuning yang dapat diukur secara fotometrik.
Aktivitas enzim secara proporsional merupakan laju pembentukan warna yang
diukur sebagai koefisien ekstinsi pada 405 nm selama 4 kali pengukuran setelah
penambahan substrat, kemudian koefisien ekstinsi dihitung reratanya. Aktivitas

enzim diperoleh dari perbedaan ekstinsi.
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Pembuatan Larutan Uji

a.

Siapkan larutan ellmann 0.26 nM dalam dapar fosfat pH 7,2. Simpan dalam
botol coklat, suhu dingin, tahan hingga 6 minggu. Timbang NaH2PO4
sebanyak 0,62 gram, masukkan ke dalam labu ukur 10 ml, kemudian
tambahkan dengan air miliQ hingga mendekati tanda tera. Timbang 5,5-Dithio-
bis-2-nitrobenzoic sebanyak 10 mg, masukkan kedalam labu ukur yang sudah
ada NaH2PO4, tambahkan dengan air miliQ hingga tanda tera lalu
homogenkan.

Siapkan larutan 156 mM asetilkolin iodida dalam miliQ. Simpan dalam suhu
dingin, tahan selama 6 minggu. Timbang Acetylthiocholine lodide Sebanyak
451,12 mg, masukkan ke dalam labu ukur 10 ml, kemudian tambahkan dengan

air miliQ hingga tanda tera lalu homogenkan

Untuk Pemeriksaan Asetilkolin

1.

Untuk memastikan pemisahan eritrosit dengan plasma tanpa merusak eritrosit,
sampel darah harus segera dipisahkan dan dicuci dengan larutan salin.

2 mL larutan salin fisiologis ditambahkan pada 1 mL whole blood, campurkan
dengan hati-hati dan sentrifuge pada 1200 g selama 10 menit.

Buang bagian atas / larutan saline, sisakan supernatan / endapan dibawah.
Lakukan langkah pertama dan kedua sebanyak 3 kali.

Supernatan hasil pencucian lalu di tambakah dengan air miliQ sampai tanda
batas, kemudian diencerkan dengan 2 ml air miliQ lalu homogenkan.

Setelah supernatan ditambah dengan miliQ, encerkan sebanyak 10x pengencera
lalu homogenkan.

Larutan dicampur secara manual, setelah 2 menit koefisen ekstinsi diukur pada
405 nm (sebagai koefisien ekstinsi 1). Koefisein ekstinsi 1 tidak boleh melebihi
0,5. Reaksi dijalankan pada suhu 25+1°C. Lakukan pengukuran berulang setiap
30 detik hingga menit ke 3.30 (ada 4 kali pengukuran), kemudian dihitung
reratanya (diambil pada detik ke 30, 60 dan 90; nilai rerata sebagai koefisien
ekstinsi 2. Jika perbedaan koefisein ekstinsi terlalu tinggi, > 0,2, maka sampel
harus diencerkan dengan miliQ.

Aktivitas AChE dihitung dengan persamaan Sampling: -bAChE = AE.10.23460
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Lampiran 10. Pemeriksaan TCPy Urin

Pemeriksaan dilakukan oleh Prodia Industrial Toxicology Laboratory.
Alat:
- High Performance Liquid Chromatography
- Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry (LC-MS-MS)
Bahan:
- Seluruh bahan yang digunakan dalam metode ini merupakan bahan
analytical grade untuk HPLC maupun LC-MS-MS
- Standar analit: 3,5,6-Tricholoro-2-pyridinol (No. 33972, batch BCBZ8746;
Sigma-Aldrich, Swiss)
- Standar internal: 3,5,6-Tricholoro-2-pyridinol-4-5-6-3C3-1N (No. 756970,
lot EB1495; Sigma-Aldrich, Amerika Serikat)
- Hidrogen klorida (Merck, Jerman)
- Sdium klorida (Merck, Jerman)
- Asetonitril (Merck, Jerman)
- Metanol (Tedia, Amerika Serikat)

- Asam format (Kanto, Jepang)

Prosedur ekstraksi dilakukan berdasarkan adaptasi metode dari Smith et.al'%,
sementara prosedur pemisahan (separasi) dan deteksi menggunakan modifikasi
prosedur CDC 6103.03.1%2 Pemisahan dilakukan berdasarkan prinsip kromatografi
menggunakan Agilent High Performance Liquid Chromatography (HPLC Infinity
1260, Jerman). Akuisisi data dan analisis dilakukan dengan Agilent Ultivo triple
quadrupole mass spectrometer (Agilent Technologies, Singapore) yang dilengkapi
dengan program piranti lunak Mass-hunter. Waktu retensi 3.7 menit, akurasi
111,77%, koefisien korelasi 0.9982 dan recovery pada 81.05 — 122.47%.
Konsentrasi TCPy yang terdeteksi di alat dikoreksi dengan menggunakan kadar
kreatinin serum yang diperiksa menggunakan reagen komersial Proline Creatinine

PAP FS berbasis metode fotometri sesuai standar pemeriksaan laboratorium.
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Lampiran 11. Pemeriksaan PON-1

Pemeriksaan dilakukan oleh Prodia Industrial Toxicology Laboratory.

Penetapan PON-1 di dalam serum secara fotometri.

Alat:

Reagen:

Prosedur:

Spektrofotometri
Waterbath

\Vortex mixer

Neraca analitik

Tabung, pipet mikro dan labu ukur

Tris-(hydroxymethyl)aminomethane
Calcium chloride (CaCl.)

TMAH 25%

HCI 32%

Paraoxon-ethyl pestanal

Nitrofenol

Air milipore

A. Pembuatan larutan

Larutan 1

Ditimbang 121 mg reagen Tris-(hydroxymethyl) aminomethane,
masukkan kedalam labu ukur 10mL lalu tambahkan sedikit air
milipore

Ditimbang 3 mg reagen Calcium chloride, masukkan kedalam labu
ukur yang berisi larutan Tris-(hydroxymethyl) aminomethane lalu
tambahkan air milipore sampai mendekati tanda tera

Atur pH dengan TMAH 25% atau HCI 32% hingga memperoleh pH 8-
8,5

Tambahkan 2 pL reagen Paraoxon-ethyl pestanal kedalam labu ukur
10 mL diatas, tambahkan air milipore sampai tanda tera lalu

homogenkan.
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Standar nitrofenol
- Ditimbang 2 mg reagen Nitrophenol, masukkan kedalam labu ukur 5

mL, add dengan air milipore sampai tanda tera lalu homogenkan.

B. Pengukuran
1. Standar Nitrophenol
a. Pipet 1,5 mL larutan nitrophenol, tambahkan 1,5 mL miliQ lalu
homogenkan,
b. Baca larutan standar Nitrophenol pada panjang gelombang 405nm.
2. Sampel
a. Pipet 790 pL larutan 1, masukkan kedalam tabung reaksi,
tambahkan 10 puL sampel, lalu homogenkan
b. Inkubasi pada suhu 37°C dalam waterbath selama 3 menit
c. Baca sampel pada panjang gelombang 405 nm
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Lampiran 12. Lembar Pemeriksaan Fisik

LEMBAR PEMERIKSAAN FISIK

Identitas
Nama
Tanggal lahir
Jenis Kelamin
Telepon

Alamat

157

Keadaan Umum

Tinggi badan (M)

Berat badan (Kg)

Lingkar pinggang (cm)

Indeks Massa Tubuh (Kg/M2)

Tanda Vital Keterangan
Nadi
Tekanan darah
Pernafasan
Pemeriksaan Khusus Keterangan

Rambut kering / rontok

Exopthalmus

Kelenjar tiroid

Kulit kering

Akral dingin

Tremor

Lain-lain
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Lampiran 16. Kartu Kontrol Pemeriksaan Subjek

KARTU KONTROL

Nama:
Lab ID:
No Aktifitas Penelitian Tanggal Paraf peserta | Paraf petugas
1 Informed Consent
2 Pengisian identitas
3 Pengisian kuesioner
4 Pemeriksaan fisik
5 Sampel urin
6 Sampel darah
KARTU KONTROL
Nama:
Lab ID:
No Aktifitas Penelitian Tanggal Paraf peserta | Paraf petugas
1 Informed Consent
2 Pengisian identitas
3 Pengisian kuesioner
4 Pemeriksaan fisik
5 Sampel urin
6 Sampel darah
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Lampiran 17. Surat Keterangan Lolos Kaji Etik

Gedung Fakultas Kedokteran Ul
Ji. Salemba Raya No.6, Jakar s 10430

UNIVERSITAS INDONE SIA T.62.21.3912477, 31930@7?5?8&)13375;

3822977, 3927360, 3153236

FAKULTAS KEDOKTERAN F. 2.21.3912477, 31930372, 3157288

E. humas@fk.ui.ac.id, office @ fk ui.ac.id
TR.ul.acla

Nomor : KET- %% /UN2.FI/ETIK/PPM.00.02/2020

KETERANGAN LOLOS KAJIETIK
ETHICAL APPROVAL

Komite Etik Penelitian Keschatan Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia dalam upaya melindungi hak

asasi dan kesejahteraan subjek penclitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol penelitian yang
berjudul:

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, University of Indonesia, with regards of the Protection of
human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the research entitled:

“Biomonitoring pada Penyemprot Pestisida dengan Pajanan Utama Klorpirifos: Analisis Interaksi Dosis
Pajanan Kumulatif, PONI, Variasi Genetik CYP2B6 dan CYP2C1Y terhadap Kejadian Hipotiroid™

Protocol Number 2 20-03-0336
Peneliti Utaing . dr. Liem Jen Fuk, Sp.Ok., MKK
Principal Investigator
MNann [nstitusi . Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
Name of the Institution
Lokasi Penelitian : 1. Fukultas Kedokterun Universitas Indunesia
Site 2, Sentra Pertanian Tawang Mangu, Jawa Tengah
3. Laboratorium Prodia, Toksikologi Industri Prodia OHI
Tangeal Persetujvan  : 2 3 MAR 2020
Date of Approval (valid for one year beginning from the date of approval)

Dokumen Disctujui  : Proposal Penelitian, Versi 00 tanggal 20 Februari 2020
Document Approved Lembar Informasi untuk Calon Subjek, Versi 00 tanggal 20 Februari 2020

dan telah menyetujui protokol herikut dokumen terlampir.
and approves the above mentioned protocol including the attached document.

Ditctapkan di  : Jakarta
Specified in

** Penelsti berkews)iban
1 Menjaga kerahasisan identitas subjek perelition
2 Memb kan status penelitian apabila:
a. Setclah masa berlakumya keterangan lodos kaji etik, penelitian masih bebum selesai, dalam bal i ethico! approval Bans diperpangang.
b Penelatian berhenti ditengsh alan
Melspockan kejadian serius yang tdak dilngmkan (serious adverse events)
Peneliti tidak boleh melakuban tindakan spapun pada subjek sebelum geotokol pencitisn mendsgat lolos ki etik dan sebelum memperoleh
infovmed coresent dan subjek penelitan,
5 Memampaikan laporan akhie, bila penelntian sudah selesai
6 Cantumkan nomor protekol 1D pada setap komunikasi dengan KEPK FKULRSCM

P

Semua prosadur pessetujuan dilakukan sesuai dengan standar [CH-GCP
Al procedwre of Ethical Approval ave pesformed in accordance witk JCH-GCP ssandard procedire.
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Lampiran 18. Amandemen Surat Keterangan Lolos Kaji Etik

d, ,4}%} ™ Gedung Fakultas Kedokteran Ul
;\%_\_ LOAT 3, i Ji. Salemba Raya No.6, nggga 10333
b 5 1
¥ ,g;j v U N IVE RS lTAS lN DON hb lA T.62.21.3012477, 31930371, 313303;3.

) 3922977, 3927360, 3153236,
= 4 © FAKULTAS KEDOKTERAN F 6221 3012477 31800372, 3167288
= "*“;-J E. humas @ fic.uiac.id, office @1k ui.ac.id
fhuiacid

NOTA DINAS

Nomor: ND- (767 /UN2.F1 /ETIK/PPM.00.02/2020

Kepada : dr. Liem Jen Fuk, Sp.Ok., MKK

Institusi - Peneliti Utama Program Studi llmu Kedokteran FKUI
Dari - Komite Etik Penelitian Kesehatan FKUI-RSCM

Hal : Amandemen Protokol Penelitian

Sehubungan dengan protokol penelitian berikut:

Judul - “Biomonitoring pada Penyemprot Pestisida dengan Pajanan Utama Klorpirifos:
Analisis Interaksi Dosis Pajanan Kumulatif, PON1, Variasi Genetik CYP2B6 dan
CYP2C19 terhadap Kejadian Hipotiroid.”

Peneliti Utama ; dr. Liem Jen Fuk, Sp.Ok., MKK

No. Protokol Etik : 20-03-0336

No. Surat Lolos Etik  : KET-339/UN2.FI/ETIK/PPM.00.02/2020, tanggal 23 Maret 2020.

Komite Etik Penelitian Kesehatan RSCM telah menerima dan meninjau surat Sejawat:

Tanggal No. Surat Perihal Dokumen
27 Agustus - Permohonan Amandemen | 1. Proposal Penelitian,
2020 Ethical Approval 1 kopi
2. Salinan surat
keterangan lolos kaji
etik, 1 kopi

1s1 Amandemen :

No. | Bab/Hal Versi 00 (20 Februari 2020) | Versi 01 (27 Agustus 2020)

1. | 3.2 Tempat dan | Tawangmangu, Kab. | Tawangmangu, Kab. Karanganyar
waktu penelitian | Karanganyar dan Kaliangkrik, Kab, Magelang
(Hal.35)

2. | 3.3.1 Populasi Populasi terjangkau: petani Populasi  terjangkau:  petani
Penelitian (Hal. | Penyemprot pestisida | penyemprot pestisida klorpirifos
35 klorpirifos  berusia  18-65 | berusia 18-65 tahun di sentra

tahun di sentra pertanian | pertanian bawang putih dan
bawang putih di | sayuran di Tawangmangu dan
Tawangmangu Jawa Tengah | Kaliangkrik, Jawa Tengah

Komite Etik Penelitian Keschatan FKUI-RSCM menyetujui amandemen pada protokol
penelitian tersebut.

Atas laporan dan kerjasamanya, ki ucapkan terima kasih,
— 3] Agustus 2020

“LATAS gars .
&q.b ,,_\Resgn\‘KEPK FKUI-RSCM

Semusa prosedur persetuguan dilakukan sesuai deagan standdar ICH-GCP:
Al procedwres of Ethical Approval are performed tn accardonce with ICH-GCP standard procedure.
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Lampiran 19. I1zin Pengambilan Data Penelitian dari Kabupaten Karanganyar

PEMERINTAH KABUPATEN KARANGANYAR
DINAS KESEHATAN

Alamat : JI. Lawu Nomor 168 Karanganyar Telp. (0271) 495059 Fax. 495102
Website : dinkes.karanganyarkab.go.id, e-mail : dinkes@karanganyarkab.go.id

Nomor  : 005/1%84.4-5/V /2020

Lampiran : .
Perihal  : Permohonan Izin _Kepada Yth:
Pengambilan data dr. Liem Jen Fuk, Sp.Ok, MKK
Di -
AKARTA

Menindaklanjuti surat peserta program Doktor limu Kedokteran Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia yang akan melaksanakan penelitian di wilayah
Kabupaten Karanganyar.

Nama :dr. LIEM JEN FUK, Sp.OK, MKK
NPM : 1806274096
JUDUL . Biomonitoring pada Penyemprotan Pestisida dengan Pajanan Utama

Klorpirifos: Analisis Interaksi Dosis Pajanan Kumulatif, PONI, Variasi
Genetik CYP2B6 dan CYP2C19 terhadap Kejadian Hipotiroid.
Waktu - Juni — Agustus 2020

Sehubungan Permohonan Izin tersebut kami tidak keberatan memberikan izin
untuk melakukan pengambilan data penelitian di Kabupaten Karanganyar.
Demikian Surat izin ini untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Karanganyar, 29 Mei 2020
Kepala Dinas Kesehatan
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Lampiran 20. Izin Kegiatan Penelitian dari Kabupaten Magelang

DINAS PENANAMAN MODAL

DAN PELAYANAN TERPADU SATU PINTU
JI. Soekcarna Hatza No. 20 Telp.{ 0293 ) 788249 Faks 7689549
Kota Munghdd 56511
Welislee . hop. //dpmptapusagelangab goid

Kota Mungiid, 01 September 2020
Nomor : 070/285/16/2020 Yth. LIEM JEN PUK
Sifat  : Blasa JL Raya Hankam Pondok Artha
Perihal : lzin Penelitian No 62 RT.03 RW.05 Kel. Jatimurni
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Abstract

Background: Aqgriculturs i a maior economic sactar in Indonesia. Chemical pesticides are widaly being used in
agriculture for contralling pest. There is a growing concemn that pesticide exposure, particularty chloryrifas (CPF)
exposure, combined with other occupational characteristics that determine the level of exposure, can laad 1o
further health impacts for farmers Our objedive was to evaluate the cumulative exposure characterigtics among
farmers expased 1o OFF by using a validated algorithm

Methods: We conducted a cross-sectional study of 152 vegetable farmers aged 18-85 who actively used CPF for at
least 1 year in Central lava, Indonesia. Subject characteristics were obtained wsing a structured interviewer-
administerad questionnaire, addressed for sociodemographic and work-related characteristics. The cumulative
exposure kel (CA) wae estimated as a function of the intansity level of pesticide exposure (L), lifetime years of
pesticide use and the number of days spraving per vear. (EL was subsequently classified into two groups, high and
kver expasure groups The difference in charaderistics of the study population was measured wing Chissquare,
independent-t or Mann-Whitney test. Association between CEL and its characteristics variables were performed by
multiple linsar regresson.

Results: Seventy-one subjects (46.7%) were dassified as the high exposure group. The use of multiple pesticide
mitures was Ccommon amang our study population, with 94% of them using 2 or more pestiddes. 73% reported
direct contact with concentrated pesticides produdt, and over 80% reported being splashed or spilt during
preparation of spraying activity. However, we found that the propartion of proper personal protective equipment
{PPE) u=e in our subjects was low. Higher volume of misture applied {o < 0.001) and broader acres of land p=
0L001) were asadated with higher cumulative exposure level, while using long-sleeved clathes and long pants
{p= 005 during pesticide spraying were asodated with lower cumulative exposure after adjusted for age and
gender.
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Conclusions: These findings indicate an inadequate knowledge of using pesticides properly. Thus, we recommend
comprehensive training on pestidde usage and encourage praper PPE to reducs the sxpasure level

Keywords: Pegicde cumulative exposure, Exposure assesment, Bxposure reduction, Wark practices, Ococupational

characteristics

Background

Agriculture is a major economic sector in Indonesia.
Chemical pesticides are widely being used in agriculture
for the control of the pest. Organophosphate (OF) is one
of the most widely used pesticides today for that pur-
pose. In 2015, more than half of the pesticides used
worldwide were organophosphate (OF) insecticddes, with
40% of which were chlorpyrifos (CPF) [1). The similar
sitnation accurs in Indonesia in the context of the wide-
spread use of pesticides in the agricultural sector [2]. In
Indonesia, the number of registered pesticide products
has increased from 2605 in 2010 to IH0T in 2016.

Warkers in the agricultural sector, espedally pesticdes
applicators, will be exposed to certain amounts of OF
and develop certain risks of health problems assodated
with OF exposure. Generally, exposure to CPF and other
pesticides occurs through skin contact, inhalation, or in-
gestion. Oocupational pesticide exposure in the agricul-
tural sector was obtained from several activities,
induding preparing, mixing, loading, spraying pestidide,
and deaning wed equipment Farmers can ako be ex-
posed through re-entering the spraved area, manipulat-
ing crops or harvesting the cops that may stil be
contaminated with pesticides [3]. Unfortunately, the ex-
posure conditions described above are also accompanied
by limited awareness about health problems caused by
exposure to pesticides, knowledge of safe work practices,
and proper pesonal protective equipment (PPE) among
the farmers [2, 4]. Therefore, them is a growing concern
that inappropriate and unsafe use of pesticides may lead
to farmers’ health problems [5, 6], In particular, CPF ex-
posed farmers are vulnerable to several deleterious ef-
fects, including neurclogical symptoms, reproductive
hormaone alteration, metabaolic disruption, and endocrine
disruption [7-10].

Several factors such as the type of pesticide, the con-
centration of the pesticide, the length of exposure, the
path of exposure and the proper use of PPE are import-
ant factors that determine the severity of the exposure
[11-13]. The large-scale experiment in an ideal setting
to directly assess the dose-response relationship of pesti-
cides exposure to assocated health problems have par-
ticular  difficulties  [12). Assuming that particular
pesticides exposure will lead to specific health problem.
In that case, we could expect a linear dose-response rela-
tionship between external dose (Le. ocoupational and or
environmental  exposure) and intemal dose  (Le.
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concentration of a chemical or its toxic metabolite in
the human body) [13]. This explains that the higher the
exterral dose will result in an increased risk of develop-
ing health problems as indicated by the finding of a
higher internal dose. However, accurate exposure asses-
ment in epidemiological studies is still difficult to obtain,
and real values of exposure to pesticides are not easy to
predict [3], especially when resources for assessing direct
exposure are limited and studies are conduced in the
inforrmal (small-scale) agicultural sector. Therefore, in-
direct estimation of exposure dose from the worker's
specific task to obtain closer to the actual condition may
bridge this gap.

This studys objective was to evaluate the cumulative
exposure characteristice among Javanese wegetable
farmers exposed to chlorpyrifos in Indonesia using a val-
idated algorithm. We hope our results will provide sup-
porting data that can be applied to reduce the exposure
level for farmers.

Methods

Study area and population

We conducted a cross-sectional study of 152 vegetable
farmers from 2 villages, Pancot village, Tawangmangu
District, and Adipuro village, Kaliangkrik District, which
are known as the largest garlic production areas in Cen-
tral Java, Indonesia from July to October 2020, The agri-
cultural practices and sociodemographic characteristics
of farmers in these two villhges are very similar to other
garlic plantations in [ndonesa. There were 92 farmers in
Pancot Yillage and 103 farmers in Adipuro village as the
sample frame of the study. From the sample frame, 23
subjects were excuded due to incomplete examination
process and 20 other subjects withdrew from the study.
The minimum sample size required for this study was
97 subjects, caloulated using a single sample formula to
estimate proportons with a 95% confidence interval,
10% precision error and 50% estimated CEL proportion.
We decided to take the total sample consecutively from
the sample frame so that 78 farmers in Pancot village
and 74 farmers in Adipum village who met the criteria
and gave written consent to participate in the study were
selected as the study subjecs. We introduced the study's
objective, goals, and data confidentiality during the re-
cruitrment process. Participant enrolment criteria were
vegetable famners aged 1865 who actively use CPF for
at least 1 vear.
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The study subjects then completed a strudured
interviewer-administered questionnaire and underwent
the anthropometric measurerment. Subject characteristics
were obtained wing a stmuctured  interviewer-
administered questionmaire addressed for sododemo-
graphic and occupational characteristics. Socodemo-
graphic characteristice consist of several questions such
as age, gender, smoking habit and educational bade-
ground. The interview for agricultural work-related (oc-
cupational) characteristics consisted of several spedfic
questions on those related to pesticides exposure, work
practice, and the use of personal protective equipment
(FPE)L. We randomly azked several impaortant questions
to determing the answer's condstency to limit the possi-
bility of misclassification of exposure. We abo provided
short education to raise awareness about pesticdde use
and safety precautions to the participants at the end of
the sesions.

All methods were performed in accordance with the
relevant guidelines and regulations. The study protocol
was approved by the Ethical Committee of the Faculty of
Medidne Universitas Indonesia on March 23, 20230 (Na.
KET-33%/UN2.F1/ETIK/PPM .00 02/ 2020 ).

Cumulative exposure lewd
The intensity level of pestidde exposure was cakculated
using the validated method from Dosemed [14]. The
overall exposure intensity level is then combined with
information on lifetime years of pesticide use and the
number of days spraying per year to produce the cumu-
lative exposure level a shown in the following
algorithomn:

IL = (Mix + Appl + Repair + Wash) x PPE x Repl x
Hyg x Spill

IL = Intensity Level of pesticdde exposure

Mix = Pesticide mixing activity

Appl = Application methods

Repair= Repairing equipment

Wash ="Washing equipment after spraying

PPE = Personal Protective Equipment utilisation

Repl = Replacing old gloves

Hyg = Personal hygiens practices

Spill = Spill treatrent (changing clothes after a spill)

There are several similar conditions among study par-
ticipants in terms of exposure during crop insecticides
application. The activities of preparing, mixing, loading,
and spraying pesticide using a knapsack sprayer are car-
ried out personally by each study participant in the open
area. The status of mixing actvity was given a score of 9
for self-preparation and mixing the pesticides; and a
score 9 for applying pestiddes using a knapsack sprayer.
Washing pesticide equipment after spraying was defined
as “do not wash”™ (score=0) and “rinse tank” (score=1).
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The status of personally repaired spraying equipment
was defined as “no repair” (score=0) and “repair”
[score = 2). For the status of repladng old gloves, all par-
ticipants were given a score of 1.2 for not wearing gloves
or using damaged gloves.

The use of PPE use was categorized into the following
levels:

Soore 1: Mot using PPE

Score (LB: PPE-1 (dust mask [ goggles [ apron)
Score (L.7: PPE 2 (cartridge respirator / boots)

Score (L6: PPE 3 (chemical gloves)

Seore (1L5: Combination of PPE 1 & 2

Score (4: Combination of PPE 1 & 3

Seore (13: Combination of PPE 2 & 3

Score (.1: Combination of PPE 1, 2 & 3 (proper PPE
use)

Personal hygiene habits were scored as follows:

Soore .2: Change clothing + handwash/ shower
irmrediately after exposure

Soore (4: Change clothing + handwash/ shower at
hinch [breaktime)

Soore 06: Change clothing + handwash/ shower at
lunch (breaktime) or at the end of the day

Seore 0.8: Change clothing + handwash /! shenwer at the
end of the day

Spill treatment (changing clothes after spill) was cate-
gorzed into 4 levels: changing clothes right away after
spill, at lunch, at the end of the day, and at the end of
the next day; the scores were 10, L1, 132 and 14,
respectively.

CEL =1L x Duration x Frequency

CEL = Cumulative Exposure Level

IL = Intensity Level of pesticdde exposure

Duration = Lifetime years of pesticide use

Frequency = Mumber of days spraying per year

Because the CEL was not normally distributed, it was
classified into two groups, high and low exposure
groups, with the median as the cut-off paint

Agricultural work-related characteristics

There are several agricultural work-related [occupa-
tional) characteristics that were not used in the CEL cal-
culation including:

Arable land area=total arable land area in acres
Murmber of arable lands

Daily work duration (hours) = average duration of all
agricultural activities an the farm in hours/day
Dumtion of spraying pesticide = average duration of
spraying activity in hours/day
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Volurne of the mbcture applied = average volume of the
mixture applied in litre/day

We ako categorized the type of knapsack sprayer used
as manually pressunised spraver or motorised spraver;
spraying time as spraying in the moming time or in
other time; and the mixture of pesticide as using more
than 3 pesticide in mixture or using 1-3 pestiddes in
rixture.

Statistical analysis
All analysiz was performed using SP55 30 for Windows.
The study population chamcteristics were summarised
with frequency digtribution and percentages for categor-
ical variables, while continuous variables were described
using mean+ 50 or median (minimum-maximum ). Chi-
square test, independent t-test or Mann-Whitney test
were uwed to measure the difference in the characteris
tics of the study population according to the cumulative
exposure level group. All p values are two-sided, with
significance was considered at p< (05 for these tests.
Association between CEL and its characteristic vari-
ables were performed by multdinear regresion analysis.
Variables associated with CEL at a significance level of
p =020 in the simple regression analysis were induded
in the multivariate model. The variables were retained in
the final model when they were associated with CEL at a
significance level of 005 according to the stepwise
procedure.

Results

Our study population was 152 farmers with the mean
age of 4991 £ 9.42 years, consisting of 90.1% male, 92.68%
as members of famners’ society, and B6.6% in low educa-
tiomal level The median (minimum-maximum) IL soore,
lifetime years of pesticide use, number of days spraying
per vear and CEL score (in thousands) were 115 (1-
2300, 25 (145 104 (37-364), and 259 (D4-136.6),

respectively.

Table 1 Sododemographic ¢haracenstes, [festyle facmaors and
physical conditon of OPF exposed farmens grouped acconding
10 the cumulative sxposus leve

Vansble Cumulstive Exposume Level o
High in=71] Low fn=a1) “aue

A fpesars) frmesan + 500 5149 186 4E524992 Q05T
Memier of fanmers socssty (n %) &6683) 75 E2E [ilEh
Maie 0 ) &5 891.5) T2 @R 05ay=
Lovw el ucsnona vl {n %) a5891.5) &7 @27 0™
Sk {n %) 41577 2 (5 aazs™
Ot ) 16225 14 17.3) 017"

i e genedan 1 18, £F dhi-squam
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As shown in Table 1, seventy-one farmers (47%) out
of 152 were classified as having a high CEL. The propor-
tion of smokers was 48% and significantly higher in the
high CEL group. Ten out of 132 subjects in low educa-
tiormal level had never attended formal education

Significantly few farmers reported using pesticdides ac-
cording to the user instructions (20%), and all of them
were in the low CEL group. As shown in Table Z, the
high exposed group was characterised with a broader ar-
able land area, longer dally working time, longer dur-
ation of spraying pesticides, and higher wolume of
mixture applied than the low exposure group. On the
other side; the proportion of farmers who used more
than three pesticides in the mixture was higher in the
low exposure group. The number of days spraying per
yvear was considered high, with > 100days per year on
average.

There are numbers of similar conditions among study
participants in terms of exposure during crop insect-
cides application. Preparing, mixing, loading, and spray-
ing pesticide using a knapsack sprayer are carried out
personally by each study partidpants in the open area.
Maone of the subjects wore a respirator, coverall, ar dis-
posable outer work clothes. The proportion of aprons,
goggles, and chemical gloves users in our study popula-
tion was ako tiny (Table 3). However, most of them fre-
quently use long-sleeved dothes or long pants during
farm woik. Four subjecs who used chemical gloves in
pesticide exposed activity reported that gloves were only
replaced when they were damaged and even then, they
often continue using the darmaged gloves.

All af the CPF used were in liquid form, with the ma-
jority using a concentration of 200 EC (98.7%). Ethylene-
his-dithiocarbamate (EBDC) mancozeb and abamecdin
was the fungidde and imsectidde most frequently used
as an additon to CPF in our subjecs, as shown in Tahle
4. Mearly 2 out of 3 additional pesticides used were in li-
quid forrm

As shown in Fig. 1, the we of multiple pesticides i
common in ow sudy popubton. Only 59% of the
farmers used a single pesticide (CPF) while the other 27,
3E32, and 28.9% used 2, 3, and more than 3 pesticdde
mixtures.

Lksing long-sleeved clothes and long pants while spray-
ing, pesticides were associated with lower cumulative ex-
posure while the higher volume of mixture applied and
broader acres of land were assodated with higher cumu-
lative exposure level after adjusted for age and gender
[Table 5).

Discussion

In general, farmers in our study have lived most of their
lives in this ocoupation. For them, farming methods and
waork practices have been taught and implemented over
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Table 2 Agricuitus| waork-slated characterstcs of CFF exposed farmers grouped acoording 1o the cumulatve exposurne level

Vanable Curmulstive Exposume Lewe .2
High in =71) Low {n =81) .
Ao land e facres] 025 00307 Q15 01-0.5) o1
Murnies of aalie bands® 4f1-1% -9 Q02
Draiy wod dursizon Fouwrs 7E-10) &3-10) il ik}
Spraying i the maming e jn %) 48 I67.5) 4 (54 F) amE™
Druration of spreying pe stcdde (houmsidant™ 057 {014-2.00) 030 f00e-2 25 < 0001
Wighurre= of She mndure agpded -:'tufddjj“ T2 F0-81.E) 146 E3-a50) < 0001
Umed rrwcres than 3 pesstcides n o miociuee {n %) 15021.1) F0ET0 Qo
Usng & manualy pessuised s (n %) 130185 2324 a145™

bt (ririermn mmasdenaen) with posale By Mo WSy 81T of Oh-tauane

mary vears. The high number of spraving days per vear
and the use of multiple pesticide mixtures, while not
using proper PPE during agricultural activities & a com-
mon practice among them.

O study showed that the high exposure group’s in-
tensity level was significantly higher compared to the
low exposure group due to the sgnificantly higher
scores for PPE utilisation, persomal hygiene practices,
and spill treatment. Since proper PPE utilisation was sig-
nificant in the exposure reduction steategy, choosing not
to use proper PPE will result in a higher internal dose.
Several studies have covered the ksue that proper use of

PPE was significantly assodated with lower dimethyl
metabaolites [15], lower DAP concentrations [ 16] and the
use of full-body coveralls during pestiddes handling and
spraying was significantly associated with lower OF me-
tabaolites level [17].

Dermal exposure and inhaltion are the main mutes
of exposure for agricultural pesticides exposure [11]. All
of the CPF wsed in our subjects were in emulsifiable
concentrates that are readily absorbed through skin con-
tact Thus, direct contact should be avolded, and proper
dermal protectors such as chemical gloves, coverall, or
apron will reduce the exposure dose [18]. Among our

Table 3 Distrrbuton of FPE usage, wark diothes and work practices of the study population

Vanablde Frequency - n %]
Rare | never Freguent
Personal Protective Equipmient
Agron 150 (9&7) (1.3
Fare mask 79 (5200 TiEad
Goggles 151 {993) 107
Chernical glbees 148 {@74) 426
Baos® &4 421) &8 {579
Work clothes
Livngy-shesempend iceathhes 15 99 137 @01)
Lowng peants 14 83 138 @0
‘Waork practices
‘Wining seeat with work clothes 12% @09 291
Reenier the Seld afvr swayng 119 7an BT
Syrayng aganst the wand 151 293 107
Spfashed or spilled during speying 19125 133 @75
Spfashesd or splled whille nading she pestcice 28 a4 124 @1.4)
Eax i the middle of $he wodk-Srme 147 {967 5
Dt comimct waith o siories 41 270 111 730
Proges showes after sraging 1279 140 @2.1)
Thangng cbéhes affer grapng 7 48 145 G54

“p =000 by chiouaie, ind icaaes hoveer propcrfion of fReguen T Uses in high Curmul Sl EXDITuE I
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Table 4 The proporion of the type of pesticide used besides
chilorpyrifos among the study population

Page 6 of 9

subjects, 73% had reported direct contact with concen-
trated pesticides product, and over B0% had reported be-

Aave ingmdien Oicd chds Uticion ~ Fegquencyin®l  ing splshed or spilt durng preparation or spraying
Marcoeen Car bawmane: Furgicide: BT (372 activity. Contradictory, we found that the most fre-
Aramectn Boermecin reecdcide ST ETEE quently used PPE in owr study populaion were face
Difenccnnaznl e Triomies Fungcide 45337 mask [cloth masks or surgical masks) and boots which
Emamecdn [ [— 170 did not provide suffident protection against CPF expos-
Lamndiyranen Fynemo reacdide 1453 ure. However, we also found that appropriate clothing
P Py I (Le. long-sleeved dothes and long pants) while spraying
- o il e _—_— pesticides were assodated with lower cumulative expos-
I ks I3 ure. These findings are relevant to reduced exposure be-
- - cause longsleeved dothes and long pants provide a
ey AT s B E partial barrier against direct contact due to splashes or
Fiprani Preryirym e Foaridcide 7B spills [11, 18]. The proportion of proper PPE use in our
Simemaa Oegropcaptae  Feacticide 6039 study populition was 2% while the proportion of ‘no
eicha copeid Baoricodnoid Foackcie 509 PPE used was 15%. The similar condiion of low fre-
Fropireh Car barmane: Furgcide: & (35) quency of PPE use has been reported by several studies
Dol ey in Fyreroid reacdcide 4 (36) with agrioultural workers in different countries [4, 19—
Frorereron Orgrephceptae Faeciide 4 (38) 24].
[T —— P reecicide 425 The Hierarchy of Controls defined by NIOSH begins
emrmadtede  Damide rescdcide 3000 with the most effective measures which are eliminating
R T the hazard, followed by substitution, engineering con-
Dimarygss el T 1 oot trok, administrative controls, and the least effective con-
P P N o tmoks, the PPE [25]. The eimination, substtution, and
) engineering controls will be very difficult to implement
e Frenyarmicies Fugode - Ton in the informal agricultural settings, leaving only 2 op-
P comesin s Fogde o TiEm tions, Many pecple rely on PPE as the kst resort. How-
Fresm CegEropnocpta eactcide  10a7) ever, it 5 genemlly accepted that advising the use of PFE
MetCigfenczide”  Beroondmdde Feadcide  1007) alone does not abways result in adequate protection [26].
Spinescaam’” Spirayn reecdcide  1007) For that, the administrative control to change the way
o =000 by chi guane, indcates owar proporton of woers in high asmitive they work has to be put in place together with the use of
£ O QPR

* Product conting amboue of Luferaon + Emamectn
b Procuct containg a misaure of Metharnfencdide + Spinetam

PPE. Regarding the hygiene practices and spill treatment,
we found that nearly all of our subjects eparted having

combination (%o}

Distribution of pesticide use in

a5
40
a5
30

5

1]

15

i I I

L

MI+MF  I+MF F+MI F+l MI  CPF onmly

F = Fungrcides; [ = Insecticides; M1 = Multiple insecticides; ME = Multiple fungicides
Fg. 1 Distrugon of pesticd e wse i aomiinaion among study populagon
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Table 5 Multpe linsar regesion analyss of cumulative esposune

Vardable B SE(B) Beeta 95% Ol [
(Lower; Upper)

Huges fyesars) arn Q16s 0319 Q47 138 < Q0]

Aol bancd avea facres) SRATY 15437 0259 221z 814 andl

Wikurme: of the midure appded Lty 032 Q107 0259 013 054 0oz

Lowg pranis ek ciodhes) —5591 2478 —01&0 —105% 079 [Tk

Lowng-sheeved dathes faad clathes) —4H%L 2m —0180 —901; 085 a0y

B Pammater estmate, 5E(E) Sandard eroe for B

Coodineg for e e of weori Cotes ane 2 follows: 0= nivier, | = @ily, 3= ofien, 3= dvays

B = 0361 Adiied B = 0339

proper showering and changing clothes after spraving,
just in agreement with the results from other researchers
[4, 27]. All farmers also claim to wash their hands after
being exposed to pesticides and before eating. We sug-
gested this represents a more general attitude rather
than acceptable practices in exposure reduction as re-
ported in the previous study in [ran and Indonesia that
there k& no consistency between perception and work
practices [4, 21]. Mevertheless, changing dothes was
found to be significantly associsted with lower exposure
levels, so this practice is & cudal as PPE utilisation, es-
pecially to control dermal exposure [17].

Our study also found that very few farmers reported
the use of pesticddes according to the user instructions.
A previous study reported that the level of education
promaoted safety behaviours among farmers [21, 28, 29).
Farmers with higher education, in general, are having a
good sense of safety behavious during pesticddes hand-
ling. Higher education will also help farmers to obtain
relevant knowledge of work practices and choose the
proper PPE [30]. Regarding the use of pesticddes, #4% of
our subjects reported wsing two or more pesticides. The
high frequency of farmers using multiple pesticides was
also found in other countres [19, 23| Ethylene-his-
dithio-carbamate (EBDC) mancozeb and abamectin were
the fungicide and insecticide most frequently used in
our subjects, similar to the previous study [31].

Our findings provide a clearer picture of the Javanese
farmers’ characteristics in the informal agricultural sec-
tor in Indonesia and may also represent conditions in
other countries.

There are some limitations to our study that should be
taken into consideration while interpreting our results.
All of the information regarding agricultural activities
were self-reported by the farmers that may result in ex-
posure misdassification. However, the possibility of ris-
classification has been limited by randomly asking
several important questions to determine the answers’
consistency. There are several pammeters related to ex-
posure doses that we could not get in the interview. We
did not have information regarding the exact quantity of
CPF or other pesticides used by the farmers We also

did not have the exact information about the length of
time for proper showering or thorough hand washing
after direct exposure or after pesticides handling.

Conclusions

In conclusion, despite the above limitations, the results
showed that our study population was characterised by
the low frequency of PPE usage, especaly the use of
dermal protectors and poor work pracices (ie hygiene
practices and spill treatrnent). As an addition to CEL,
the occupational characteristics such as a higher volume
of mixtures applied, broader arable areas, and extra
coverage work dothes ako determine the exposure dose.
These findings indicate an inadequate knowledge of how
to use pesicides properly, unawareness of the potential
health impacts, and how to manage the exposure. We
recommend the administrative control through compre-
hensive training on pesticide use and mentoring for
farmers. [n addition, we also encourage the use of proper
PPE, pamticubarly derrmal protector, and proper waork
clothes during pesticide handling to reduce the exposure
level.

Abbreviations

CH: Cwmubawe Bpomure Lewd; CPF Chinmyfos, EBDC Edfyiene-be-dfia-
carbamate; I Imieresidy Leved of pesticide esposure OF: Organophaspihate;
PRE: Permonal Profecive: Equipmesn

Acinosied gemens

We xe wry grteful 1o Al frmes who mertcimated In S eeach We aks
thank the suppart seam far ther mnsbution dusng the preparasson phase
and amisanoe dunng the ecausment

Authors’ contebautions

LF: parfdmaied n $e design of $e study, colecied and procesed $e
data, monducted the sotsicl anlyss and wiote the frs deft of te
marscipt Mt pericimied inthe study's design, supendsed the dam
callection and sastical analyss, @sistand provided vauabie msghtfor
revising the marusmp. 095, A pprdmed inothe study's design,
superdsed the shisial solss nd provded saluable gt for edsng
the maruscipt 15, ADS DAS, 566, B paridmaded in fhe study's design and
provided walushie feedbark and helped shope e manusoie. Al anhors
hawe read and aporoeed e manusTix

Funding

This research was supparied by Prodie Goun The funders had no ale in
the design of $he study, In e callecson, analysis, and mepetation of deta,
o In the witng of the manuscpt and the dedsion o publsh

Universitas Indonesia



176

Liemi et al. BMC Public Health [2027) 211066

Availahility of data and materialc
The datases wsed and for amalrssd during the aurrent siudy are svaikbbis
from e coTespanding anhor on resonabie request.

Dedarations

Ethics approval and consent to parbcipabe

The study protncal was aporowed by the Bhicadl Commites of the Faouly of
Medicne Lhvests ndonesa an Maech 23, 3000 (o BET-33500 G F1ETES
PR TU) Whten informed corment was abfained fomal awbpcs

Conzent for publication
Mot apolicbe.

Competing inberests
The awsham declare that they have no ompetng Imeess

Author details

ocwora Frogam, Faculty of Medidne Unverstx indonesia, blorm 10490,
Irdnmn.“lllemﬂmerﬂ of Ooupationa Health and Safesy, Faculy of
Medicine and Hed#$h ience Univemsits Kdsien Wida Waana, l3ada 11510,
Indareesa. 1Cr.rrr11l.n1y' Medidne Deparmerns, Faculy of Medidne
Uriversa Indonesi, Jakars 1050, ndonesia “Deparmmers of inemal
Medicine, Faoulty of Meddne Universitas Indoncsa, Jakars 1040, ndonesa,
Deparment of Fremmacoiogy and Thempeutos, Faouky of Medidne
Universias Indanesi, Jakars 10430, indonesia "Oepariment of Bobgy
Farulzy of Madicine Universts Indonesia, isara 10430, Indonesia "'qunrn:n
Irszmue for Maoleouar Biology, Mazomal Reseandh and Innoafan Agency,
Jalan Diponagorn Mo &9 Ko lalars Puse, blark, ndoncsa. Prodia
Ooupsiona Heakh Iretine imemaonal, blors 10800, Indonesia,

Receread: 4 March 2021 Acoepied: 27 May 2021
Published online: 05 June 2021

Referen

1. Casda E Bnant Bl The AR s of pestcde soodoniog v amounis, biciogy,
ard dremsty. Toicol Fes (Gami). 200 R S-63, hepsdology 10003
FEMDEEs

3 Maden £, Wularear M, Koomen | Cooumasoral Fessade Exposre 0
‘Weg ctabie Producion: A lfeafe and poloy eview with elevance o
Irdoresia. Mefhednds AT, 0.

1. Gangemi § Miors E Teodom M, Biguglo G, De Lua A, Albrando G, etal.
Coountoral expomre to pesiodes & a posibe ik oo for the
develoorment of dwonic deeses in humare (evewl. Mol ed Ren, 2006
1454528 Wi olong 10 B mein e 2 1

4. Yuaan MG, dbn Gessel CA, ain Straalen N Widararko B, Sunoko 2,
Shobi M. Knowledge, atiude, and padioe of Indoresian mers
regard ing the wse of pemonal protecde equipment against pesicide
eporre Ernion Monit Amess 00E12K3ME Fetpsfdol ong/ 1000001
OO E42 -1

4. Dioranpyan ¥, Brddandan B Ocopatonal healsh nk of farmers
exmomed 0 pesticdes in agioutual actvities Our Opinlon Environ 50
Henlth JNE431 r.mw.ﬁungfu1m&1me-m1a:-.rma.

& Coldner W, Sandler DF Yo £, Hoppin WA, Same F, Lesan TDL Pestod e wse
ard fymid dsm e among veomen in $e agrinuaml healsh sudy. Am |
Epderninl, 0001 {48 5= b’ along 410 1020 e/ lesnd 0.

¥ i K, mmail A, Abdel Basoad &, Bormer ME, Laminew B, Hendy O, of al
Longisudinal asseement of dlomyifios exposune and sefreported
rewningial symp oms n adoleent pestcide applaton. B Open. 2004,
e 00 17 ¥ st fdiol ong 0L 3 brmjppen- 00 3-0041 FF

2 Wentum C, Miea ME, Boorguignon M, Luelanos ¥, Boddgues H, G G,
etal Festdde chibmymion ack & an endomine dsnumior 0 aduk ot
cauwsng dangs in mammary gland and Fommonal halance: | Semid
Binchem Mol Biol. 2000505 m::.f.ﬁu.agfnwmhmnmu.wmu

9. She=tha 5 Pade G, Goldrer WS, Samd F, Urniach O, Ward M, etal
Pesdds e and incident Fypofymoidem it pestode applotos in e
agricuiural healh shudy. Ervinon Helh Fempedt 0081 X0 =12

10 U BenF UYL | Pang G (hlomyrfios induces metabolc denupgon by
alrering ievels of mpmducdive homnones | Agrc Food Chem. DGe X35
10653652, e ddol.ongy 10,100 e jp i SbiBEnd:.

Universitas Indonesia

n

prs

n

14

%

P

Page 8 f 9

Carmals CA, Kowrouhe S0 Fermens’ Bpoore i Festrides Todcity Types
ard Ways of Frevergon Todcs JO0a1F1L

W 6, Kahir £ Jahan S Expooure 0 pesicides and the awocited Fauman
health efieds 5o Tofl Ervdmon, 200 FAFS525-25, hetps 'dol ong 100018,
oGP0

Madrads 5, Martre | Bisk ssesoment of ocoum Soral pesSdde spoere:
wae of encipoings and srmogeies. Begul Totonl Prammacal 0858 Fhe-21
Pt o gy 0,90 1 e D R ORI

Dosermed i, Alrvanja MG, Rowland A% Mage [ Zahm 55, Botman N,
etal. A quantiiate aporoach for esEmating o o pestddes in e
agriculaum | healsy saudy, Arn O Hyg. 20024600 4540 hemeida.
ong! VL1 Anniygnefa T,

Seeen M, Lucchini B, Srinsttarapnk 5, Saphamres B, Hongeibeong 4
‘Woskie 5, et al Aszomton betveeen Organophosphaee Festicide Expone
ard Imsuln Bessanoee in Pestdde Soayens and Monfrmveorie s int )
Erviran Fes Publc Health 20000 X2 2140,

Aguilar-Garduna C, Blanoo-Wunar |, Boara Artonio K, Eomib-tmes
Joer-Feez Ok, Schimonn A, e al. Oocumational predicions of winany
dialied phosn hate: concenratons In Wesdoan foveer groveers Int ) Oooup
Erwiron Health, D723 519 hegrsydolor g 0 WAV 0T 3 100
BN

Honrens M Teakacd A, Tostzamkis B, Vakorok £, Tamks A,

Had) ichrstndoulion C Bomontoing of onga nop haphae eoowe of
pesticide sprayers and comparson of eposue levds with other population
groegs in Thesaly (Greeoe). Oooup Evinon Med, 2004000001 2=, bt
diolongy 1001 Toemed- 013-101 4800

Mocdfarane £, Caey B, Keegd T, B-Zasmay &, Fritedh L. Dermal expomre
Fmoced with coounstional end wee of pestiodes and theroe of
protect e measoes. Saf Helh Work 2003400 D41 heeid ouong 1001
Ot s 201 207 D08,

Baran Cuenca J, Tirado M, ikssoen 8, Unds O, Senis U, Leander 1 ot 3l
Pemgads apomre among Solan fammers s tors between warker
protection and exposure bomakers | Boo 50 Ervron Epidermiod. 300
Eln ThE o] M.Mm#dﬂagﬂﬂmﬂ1mm9m3’i

Lu L Ergonomic and health azesment of famens” muls-pessdde
expomre Egonomics SA ORI 00-14

Sradfadah M, Abdalafmaden & Dol OA, Rezael B, Amadyouef M
Determiranis of pestiode siery behovior amaong Ianian rice fames 5o
Total Erwinon 200 968 WPt 229 360 I'ﬂ:!i.‘-'"dﬂ.u’g"ll:l 0 pmaanterne 01
Bmas

oy 15, Knomdhed | A crosr sectonal shudy of pestdde v and
rowiedge of smalalder potato fames in Uganda. Bomed Res vt 014
MR RIS

Kapeleka W, Saul E, Sadk O, Mdskidemnl P4 Blomontioring of
acetyicholnestemse (WhE) acvey among smalholder homoulumal frmes
orpaonally eoord o mdurs of petddes in Tarmnia | Ermdmon
Pz Healsh, 300 500 208500,

Lesnen J, Berrien T, Bosdrgues §, Supraga B, Andenghl BG Festade
exmomue: and healsh condisone amaong orange: growess in soushern Bl |
Ervirom 5o Health B 200253400 5-21 p 2 dolor gy 0 I0E0, A0 134 2
oIrIEEEIL

MICEH Hemrdy of Conemols The Matoral Iretitute for Clonoma sonal Sakey
ard Healeh (NIOSH), 2004 [updaied Jaruary 13, 0% afed 201 Apd 28
derailabie: foorm et Aseveve ook gownioshvtopic v hiem rchw'defa uik el
Gamigou A, Lawere  Berthet A, Colooio © Jas N, et al (iecl medew of the
mie of FFE in the presenton of dss rdaed o agioilaml pestride wee
ol 123 Safety Srience, Bevier, D0 p 104517

Callaran 1, Hamad L, Okon I8, lsmall Ak, Abde-Faeoul & Hendy O, etal
Longitudinal aesment of oocuntonal determirants of dhloryfios
expome N adoiesoent pesticde veorkers in Egypt It J Hyg Erwion Healdh,
300 IR B -t ey choiior g 0 0 ey Fen I O
Darmalys CA, Kowsrouhes 50 frmens” bebaviour in pessdde wresa ey
oncent for improdng ersinonmental wfety: Cur Oninion Bvidron $a
Henlh J015427-20 bt ol arg 10 101 &c oosh 200 2007007,

Golet D Memayehu 8, Asade G, Mekonnen TH Low peels of
rowledge and padice of ocoymtonal hazas among fower fam
woben in oumest Shewa zone, Bhiopa: 2 cros-sedonal analysis
B Public Henlth 2000 20(0H2. b olong 1011 281 B2S- @1
OEd-h

U} Dong L, Tan D, fhao ¥, Yang H, Thi X, of al. Azodation besween
pesicide expomre ineraty and of med heal$h among geenhouwse



177

Liemi ef al. BAMC Public Health [2027) 211066 Page 9 of 9

wegetile farmers in Mingda, Thira PLoS e 20081301 Ae 000t

st s Yol ongN QUL T iowma l pone D006,

Schimann A, Lacsra M, Bancouros 4 Aguilar-Ganduro G Salres-
Riodiguer A, Floms-tdira M, etal denefiing pectdde e msems
amiong fower groven io B aounationa | oo o miewre Ooom
Ervaran e 0006TEEN-5 herdolor g0 11 ¥y oem O od T 1R

Publisher's Mote

Springer ke s newmal with regand to juisdicional ciams in
pubished maps and mstiuzonel ffilatomns

Hizaddy b2 subsit poor revaarch? Choane BRC aed Banefit fra=c

o fasl, corwenient online submision

# thormugh peer rewes by meperenoed reseaechers in pour fiekd

« ragid publication on dcepmance

» wpport for ressarch data, Incheding large and complex dats bypes

# gold Dpen Access which fosters wider collaboration ard increased crations
» mazimum visibiigy for you resarch; over 1000 webaitn vimans por gear

A BMC, rasiarch bs almerys In progrss.
K BMC

Learn mone biomedoentral comywbmissicns

Universitas Indonesia



