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ABSTRAK

PENGARUH VAKSINASI BCG TERHADAP RASIO IL-4/IFN-y DAN
PERBAIKAN GEJALA KLINIK RINITIS ALERGI

Latar belakang : vaksinasi Bacillus Calmette-Guerin (BCG) pada manusia dapat
menginduksi respon imun Th 1. Hubungan antara sistem imun sel Th 1 dan Th 2
bersifat timbal balik, yang berarti kenaikan respon imun sel Th 1 akan
menghambat Th 2 dan sebaliknya. Rinitis alergi adalah suatu penyakit yang
ditandai dengan dominasi respon Th 2, sehingga dengan pemberian vaksin BCG
diharapkan terjadi penurunan dominasi respon Th 2.

Tujuan : untuk menilai pengaruh vaksinasi BCG pada rinitis alergi terhadap rasio
IL-4/ IFN-y , suatu prototipe sitokin sel Th 2 dan Th 1 dan manfaat kliniknya.
Metoda penelitian : suatu penelitian intervensi, randomized control group
pretest-posttest design.  Penderita rinitis alergi derajat sedang/berat pada
kelompok BCG diberi suntikan BCG intrakutan 0,1 ml (2 x 10° CFU) dan
kelompok kontrol diberi suntikan pelarut BCG pada hari pertama penelitian.
Sebelum dan sesudah 8 minggu perlakuan dilakukan pemeriksaan kadar IL-4 dan
IFN-y. Skor gejala klinik dicatat oleh penderita setiap hari mulai sebelum
perlakuan sampai selesai waktu pengobatan. Hari penderita minum obat selama
waktu penelitian juga dicatat.

Hasil : 40 penderita rinitis alergi derajat sedang/berat (BCG = 21 ; kontrol = 19)
termasuk dalam penelitian. Pada kelompok BCG kadar IL-4, IFN-y, rasio IL-
4/IFN-y sebelum dan sesudah vaksinasi tidak terdapat perbedaan bermakna (IL-4
:19,7 dan 44,6 pg/ml ; IFN-y : 1446,8 dan 1900,7 pg/ml ; rasio IL-4/IFN-y : 0,016
dan 0,0,123). Pada kelompok kontrol kadar IL-4, IFN-y, rasio IL-4/IFN-y sebelum
dan sesudah perlakuan juga tidak terdapat perbedaan bermakna (IL-4 :19,7 dan
44,6 pg/ml ; IFN-y : 1446,8 dan 1900,7 pg/ml ; rasio IL-4/IFN-y : 0,016 dan
0,123). Kadar IL-4, IFN-y, rasio IL-4/ IFN-y antar kelompok juga tidak terdapat
perbedaan bermakn (p > 0,05). Skor gejala klinik sebelum dan sesudah perlakuan
pada kelompok BCG dan kontrol terdapat perbedaan bermakna (p < 0,01),
meskipun perubahan gejala klinik antar kelompok tidak terdapat perbedaan
bermakna. Jumlah hari bebas gejala dan hari nyaman lebih tinggi pada kelompok
BCG, meskipun perbedaan tidak bermakna. Jumlah hari minum obat pada minggu
1 dan 2 lebih rendah pada kelompok BCG dengan perbedaan bermakna (p < 0,05),
meskipun secara keseluruhan tidak ada perbedaan bermakna.

Kesimpulan : vaksinasi BCG tidak dapat menurunkan rasio IL-4/IFN-y dan tidak
memperbaiki gejala rinitis alergi.

Kata kunci : rinitis alergi, vaksinasi BCG, rasio IL-4/IFN-y.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF BCG VACCINATION ON IL-4/IFN-y RATIO AND THE
IMPROVEMENT OF CLINICAL SYMPTOMS IN ALLERGIC RHINITIS

Background : Bacillus Calmette-Guerin (BCG) vaccination in human induces Th
1 immune responses. Th 1 and Th 2 cells are reciprocally regulated, that means
the increasing of Th 1 immune may be inhibited by Th 2 immune responses and
vise versa. Allergic rhinitis is marked by a predominant Th 2 responses, so that
BCG injection may reduce the domination of Th2 responses.

Objectives : To evaluate the effect of BCG vaccination on IL-4/IFN-y ratio, as a
prototype of Th 2 and Th 1 cytokine and its clinical benefits in allergic rhinitis
patients.

Methods : This was 8 weeks clinical trial, randomized control group pre test-post
test design. A moderate/severe grade of persistent allergic rhinitis patients divided
into two groups. In first group, the samples received intracutaneus BCG injection
of 0,1 ml (2 x 10° CFU), and the control group was administered by intracutaneus
injection of BCG solution in the first day of the study. The IL-4 and IFN-y level
were measured before and after 8 weeks of treatment. The clinical symptoms
were assessed by 0 — 3 scale everyday during the study, as well as the number
medication days.

Results : 40 moderate/severe grade persistent allergic rhinitis patients were
included this study (BCG = 21 ; control = 19). The IL-4, [FN-y levels, as well as
IL-4/IFN-y ratio before and after treatment were not significantly different in
BCG group (IL-4 :19,7 vs 44,6 pg/ml ; IFN-y : 1446,8 vs 1900,7 pg/ml ; ratio
IL-4/TFN-y : 0,016 vs 0,0,123), and also in control group (IL-4 : 19,7 vs
44,6 pg/ml ; IFN-y : 1446,8 vs 1900,7 pg/ml ; ratio IL-4/IFN-y : 0,016 vs 0,123).
The IL-4, IFN-y levels, and IL-4/IFN-y ratio between groups were not
significantly different (p > 0,05). The clinical symptom scores pre and post
treatment in both groups were decreased significantly (p < 0,01), however the
improvement of clinical symptoms between group were not significantly
different. The cumulative of asymptomatic and comfortable days were higher in
BCG group although not significantly different. The medication days between
groups at first and second weeks were significantly different (p < 0,05), however
that differences were not significantly different at whole time of study.
Conclusions : The BCG vaccination did not decreased 1L-4/IFN-y ratio, as well
as improving the clinical symptoms of allergic rhinitis.

Key words : allergic rhinitis, BCG vaccination, IL-4/IFN-y ratio.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Rinitis alergi merupakan penyakit alergi yang banyak dijumpai, tidak fatal,
tetapi gejala-gejalanya dapat menurunkan konsentrasi, produktivitas kerja dan
kelelahan yang dirasakan penderita. '

Insiden rinitis alergi menurut kelompok kerja Allergic Rhinitis and its Impact
on Asthma (ARIA-WHO 2001) berkisar antara 1 — 18 %. Di Indonesia didapatkan
angka yang bervariasi, sebagai gambaran insiden rinitis alergi di Jakarta sebesar
10 — 20 %, di Bandung penduduk usia lebih dari 10 tahun yang mempunyai gejala
rinitis alergi sebanyak 9,8 %.! Di Semarang dengan menggunakan kuisioner
International Study of Asthma and Allergis in Children (ISAAC) pada murid
SLTP usia 13 —14 tahun didapatkan sebesar 18,6%.”

Sampai saat ini penatalaksanaan rinitis alergi meliputi pencegahan dengan cara
menghindari kontak dengan alergen (avoidance), terapi medikamentosa dan
imunoterapi. Masing-masing jenis pengobatan tersebut mempunyai kelemahan
dan keterbatasan. Usaha menghindari kontak dengan alergen merupakan cara
yang sederhana tetapi prakteknya sulit dilakukan. Terapi medikamentosa dengan
antihistamin sebagai terapi simptomatis maupun kortikosteroid yang bersifat
antiinflamasi hanya menghilangkan gejala, pemakaiannya relatif lama, dan
masalah keterjangkauan harga obat. Imunoterapi memerlukan waktu pengobatan

lama dengan suntikan yang berulang menyebabkan kesulitan dalam hal waktu,
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beaya serta menganggu aktivitas dan pekerjaan penderita. Untuk itu diperlukan
suatu alternatif pengobatan baru yang lebih praktis, murah yang dapat mengobati
atau mengurangi gejala rinitis alergi.

Dengan berkembangnya pengetahuan tentang alergi khususnya yang
berhubungan dengan sistem imun, dimungkinkan pengobatan alergi dengan cara
mengatur sistem imunitasnya (imunomodulasi). Telah diketahui bahwa sel T
helper (sel Th 0) dapat berdeferensiasi menjadi sel Th 1 dan sel Th 2 dengan
menghasilkan profil sitokin yang berlainan. Sel Th 2 menghasilkan sitokin,
terutama interleukin 4 (IL-4) yang memegang peranan dalam penyakit alergi,
sedang sel Th 1 menghasilkan interferon gamma (IFN-y) yang berperan dalam
imunitas seluler. Hubungan antara Th 1 dan Th 2 bersifat timbal balik
(resiprocal), dimana kadar sitokin Th 1 yang lebih tinggi akan menghambat
produksi sitokin Th 2 atau sebaliknya.?

Vaksinasi BCG (Bacillus Calmette Guerin) untuk tujuan imunoprofilaksis
penyakit TBC masih efektif sehingga rutin dikerjakan pada bayi dan anak-anak.
Vaksin BCG mengandung muramyl dipeptida dan protein BM 30 kDa yang
mampu memicu pergeseran kearah polarisasi sel Th 1 (Th 1 switching) melalui
aktivasi makrofag.” Peningkatan sitokin terutama IFN-y yang dihasilkan sel Th 1
selanjutnya akan menghambat produksi sitokin IL-4 yang dihasilkan sel Th 2,
sitokin yang berperan dalam penyakit alergi.

Telah dilakukan beberapa penelitian yang mencoba mengubah dominasi
respon sel Th 2 dengan memacu respon sel Th 1 sebagai pengobatan penyakit

alergi. Pada tikus yang diinokulasi dengan vaksin BCG intranasal menunjukkan
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kenaikan kadar IFN-y dan penurunan IL-4 dan IL-5, yang akhirnya dapat
menghambat eosinofilia saluran nafas akibat alergen.” Secara in vitro, dengan
mengisolasi sel monosit darah tepi yang telah diberi DNA Mycobacterium bovis
BCG (MY-I) dari sukarelawan, terjadi kenaikan kadar IFN-y yang bermakna
dibanding dengan yang tidak diberi MY-L® Di Gambia telah diteliti pada bayi
yang lahir langsung divaksinasi BCG dan tanpa diberi vaksinasi, setelah 2 bulan
terlihat kadar IFN-y yang meningkat pada bayi yang diberi vaksinasi dan kadar
IFN-y yang sangat rendah pada bayi tanpa vaksinasi, sedangkan produksi IL-4
tidak banyak dipengaruhi oleh vaksinasi.” Di Wakayama, Jepang dimana
vaksinasi BCG merupakan prosedur yang rutin dilakukan pada bayi/anak, diteliti
hubungan antara respon tuberkulin terhadap kejadian atopik. Didapatkan hasil
adanya hubungan terbalik yang kuat antara respon positif tuberkulin dengan
kejadian atopik termasuk gejala-gejalanya, kadar Ig E dan profil sitokin Th 2.
Respon tuberkulin positif mempunyai kadar IL-4 lebih rendah dan IFN-y lebih
tinggi secara signifikan.®  Penderita asma derajat sedang sampai berat, yang
diberi vaksin BCG perkutan dibanding dengan plasebo, kelompok vaksinasi
menunjukkan kenaikan fungsi paru secara bermakna dan menurunkan rasio
IL-4/IFN-y sputum secara bermakna, sedang skor gejala asma tidak berubah
secara signifikan.’

Atas dasar kemampuan vaksin BCG untuk mengubah respon sel Th 2 dengan
memacu respon sel Th 1, dan belum ada penelitian yang menilai pengaruh vaksin

BCG pada penderita rinitis alergi, maka pada penelitian ini mencoba menilai
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pengaruh vaksinasi BCG dosis 0,1 ml (2 x 10° CFU) secara intrakutan terhadap

rasio kadar IL-4/IFN-y dan perbaikan gejala klinik penderita rinitis alergi.

1.2 PERUMUSAN MASALAH

Berdasarkan uraian latar belakang tersebut, dapat

dirumuskan permasalahan sebagai berikut :

1.2.1. Apakah vaksinasi BCG dapat menurunkan kadar IL-4 dan
meningkatkan kadar IFN-y, sehingga menurunkan rasio 1L-4 /
IFN-y penderita rinitis alergi ?

1.2.2. Apakah vaksinasi BCG dapat memperbaiki gejala

klinik penderita rinitis alergi ?

1.3 TUJUAN PENELITIAN

1.3.1 Tujuan umum : membuktikan pengaruh vaksinasi BCG
dalam menurunkan kadar IL-4 dan meningkatkan
kadar IFN-y, serta perbaikan gejala klinik dalam

pengobatan rinitis alergi.

1.3.2 Tujuan khusus :
1.3.2.1 Mendeskripsikan kadar IFN-y dan IL-4 pada penderita

RA sebelum dan sesudah mendapat BCG.
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1.3.2.2

1.3.23

1324

1.3.2.5

1.3.2.6

Mendeskripsikan kadar IFN-y dan 1L-4 pada penderita
RA tanpa BCG.

Mendeskripsikan rasio IL-4/ IFN-y pada penderita RA
dengan BCG dan tanpa BCG.

Menganalisis beda kadar IL-4, IFN-y dan rasio IL-4/IFN-y
penderita RA sebelum dan sesudah pemberian BCG dan
tanpa BCG.

Menganalisis beda kadar IL-4, IFN-y dan rasio IL-4/IFN-y
penderita RA antara yang diberi BCG dengan tanpa BCG.
Menganalisis beda perubahan gejala klinik penderita RA

yang diberi BCG dengan tanpa BCG.

1.4 MANFAAT PENELITIAN

Manfaat penelitian ini adalah :

1.4.1 Diharapkan ditemukan metode alternatif pengobatan rinitis alergi.

1.42 Menjadi dasar penelitian berikutnya dengan mempertimbangkan

waktu follow up penderita.

XViil



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 IMUNOPATOGENESIS DAN GEJALA RINITIS ALERGI

Mukosa saluran nafas manusia selalu terpapar oleh berbagai
macam alergen, pada penderita yang mempunyai bakat alergi,
perubahan yang terjadi pada rinitis alergi dimulai dengan proses
sensitisasi mukosa respirasi pada paparan alergen pertama,
sampai terjadi gejala-gejalanya pada paparan alergen spesifik
berikutnya. Sehingga reaksi alergi dapat dibedakan menjadi 2

fase yaitu fase sensitisasi dan fase elisitasi. 10

2.1.1 Fase sensitisasi.

Alergen yang terhirup bersama udara nafas akan terdeposit
dalam mukosa hidung yang kemudian diproses oleh makrofag

atau sel dendrit yang berfungsi sebagai fagosit dan sel penyaji
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antigen (antigen presenting cell /APC). Di dalam endosom alergen
diproses menjadi bentuk fragmen peptida (berupa 7 sampai 14
asam amino) yang akan berikatan dengan molekul MHC (major
histocompability complex) kelas II. Tempat sintesis MHC kelas 11
ini di vesikel Golgi. Dengan gerakan intraseluller, endosom yang
mengandung peptida bergabung (intersect) dengan vesikel yang
berisi molekul MHC kelas IT dan membentuk ikatan non kovalen.
Fusi antara endosom dengan membran plasma akan
mengekspresikan kompleks peptida dan MHC kelas II di
permukaan sel penyaji.11 Tipe polimorfik molekul MHC kelas II
yang diekspresikan oleh tiap-tiap individu akan menentukan
afinitas molekul terhadap peptida antigenik spesifik, yang akan
berperanan pada respon sistem imun terhadap protein spesifik.
Sel penyaji antigen ini berjalan melintasi adenoid, tonsil dan
limponodi regional. Pada area sel T limponodi, antigen
dipresentasikan kepada sel Th 0 yang baru keluar dari timus. Di
duga sel Th 0 ini mengekpresikan tanda permukaan sel yang
dapat membuat sel tersebut tinggal di pembuluh darah mukosa
saluran nafas. Pada penderita dengan kecenderungan atopik,

reseptor antigen spesifik sel Th 0 (TCR) bersama molekul CD4
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dapat mengenali peptida antigen yang dipresentasikan oleh MHC
kelas II sel penyaji. Kontak simultan yang terjadi antara
reseptor sel T (TCR) bersama CD4 dengan MHC Kkelas II, CD 28
dengan B7 serta molekul asesori pada sel T (CD2, LFA-1) dengan
ligand pada sel penyaji antigen, memicu terjadinya rangkaian
aktivitas pada membran sel, sitoplasma maupun nukleus sel T

12,13
Berdasar

yang hasil akhirnya berupa produksi sitokin.
sitokin yang dihasilkan, sel T CD4" dapat mengalami polarisasi
menjadi sel Th 1 dan atau sel Th 2 yang tergantung dari tipe
antigen, dosis, tipe sel APC, microenviroment sitokin, sinyal
kostimulator yang diterima sel T dan faktor genetik.'* Pada
individu yang atopik sel T CD4" mengalami polarisasi menjadi sel
Th 2 dan akan menghasilkan berbagai sitokin antara lain IL-3,
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, GM-CSF yang akan
mempertahankan lingkungan pro atopik (terutama IL-4) yaitu
menginduksi sel B yang memproduksi IgE dan menghambat
produksi sitokin sel Th 1. Paparan alergen dosis rendah yang
terus menerus dan presentasi alergen oleh sel penyaji antigen

(APC) kepada sel B disertai adanya pengaruh sitokin IL-4 maka

sel B akan memproduksi IgE yang terus bertambah yang akan
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beredar bebas dalam sirkulasi, berikatan dengan reseptornya

(high affinity receptors, FceRI) di sel basofil dan sel mast, yang
kemudian keluar dari sirkulasi berada dalam jaringan termasuk

mukosa hidung. Dalam fase ini maka seseorang sudah dalam

keadaan sensitif / tersensitisasi.'

2.1.2 Fase elisitasi.

Terjadinya gejala-gejala rinitis alergi ditandai dengan
dimulainya aktivasi sel mast yang diakibatkan oleh paparan ulang
alergen serupa pada mukosa yang sudah sensitif. Terjadi cross-
linking pada molekul FceRI, oleh karena adanya ikatan / bridging
antara dua molekul IgE pada permukaan sel mast dengan alergen
(multivalen / bivalen). Akibatnya terjadi aktivasi guanosine
triphospate (GTP) binding (G) protein yang mengaktifkan enzim
phospholipase C untuk mengkatalisa phosphatidyl inositol
biphosphat (PIP2) menjadi inositol triphospate (IP3) dan
diacylglycerol (DAG) pada membran PIP2. IP3 menyebabkan
penglepasan ion calcium intraseluler (Ca*") dari retikulum

endoplasma. Ca®* di sitoplasma secara langsung mengaktifkan
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beberapa enzim seperti phospolipase A, dan komplek Ca*" -
calmudolin mengaktifkan enzim myosin light chain kinase. Ca**
dan DAG bersama dengan membran phospolipid mengaktifkan
protein kinase C. Sehingga hasil akhir aktivasi ini terbentuknya
lipid mediators (newly formed mediators) seperti prostaglandin
D2 (PGD2), lekotrien C4 (LCT4), dan platelet activating factor dan
exocytosis sekresi granula yang berisi mediator kimia (preformed
mediators) seperti histamin, triptase, bradikinin. Histamin
merupakan mediator penting yang dihasilkan dari degranulasi sel
mast, merupakan penyebab lebih dari 50% gejala rinitis alergi.
Histamin dimetabolisme oleh histamin N- methyltranferase (HMT)

pada sel epitel maupun endotel."""
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Gambar 1. Rangkaian proses aktivasi sel mast '

Reseptor histamin H1 terdapat di sel endotel, yang apabila
diinduksi dapat menyebabkan kenaikan permeabilitas kapiler
dan rinore. Selain itu histamin juga terikat pada reseptor H1 di
saraf nociceptive tipe C. Saraf ini secara luas bercabang di epitel
dan submukosa. Neuron berasal dari cabang pertama dan ke dua
nervus trigeminus. Salah satu fungsi penting dari saraf nociceptive
mengaktifkan pusat gatal, menggerakan reflek sistemik seperti

bersin-bersin dan reflek parasimpatik yang mengakibatkan
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peningkatan sekresi kelenjar. Gejala - gejala hidung gatal, rinore,
kongesti dan bersin yang disebabkan penglepasan mediator
kimia oleh sel mast akibat paparan alergen disebut reaksi fase
cepat.12
Apabila mediator-mediator telah mengalami metabolisme dan
dibersihkan dari mukosa, gejala-gejalanya akan berkurang.
Tetapi setelah reaksi fase cepat, adanya penglepasan sitokin dan
aktivasi sel endotel mengakibatkan terjadinya reaksi fase lambat
yang terjadi antara 4 — 6 jam setelah paparan alergen dan
menetap selama 24 — 48 jam. Keadaan ini secara klinik ditandai
adanya penebalan mukosa hidung yang dapat dideteksi dengan
adanya kenaikan resistensi nasal air flow dengan sedikit
perubahan pada gejala hidung lainnya. Gambaran khas reaksi
fase lambat ditandai tertariknya berbagai sel inflamasi khususnya
eosinofil pada mukosa hidung. Kenaikan eosinofil dapat
ditunjukkan dengan meningkatnya kadar eosinophil cationic
protein (ECP) dan produk eosinofil lainnya pada sekresi hidung."
Mekanisme tertariknya eosinofil sampai ke lokasi alergi
dipengaruhi sekresi sitokin oleh sel mast, eosinofil dan sel Th 2,

yang dapat meningkatkan ekspresi molekul adhesi endotel (IL-3,
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IL-4, IL-5, GM-CSF) dan eosinofil chemoattractant (eotaxin, IL-5,
RANTES). Oleh karena pengaruh IL-3, IL-5 dan GM-CSF dapat
meningkatkan survival eosinofil di jaringan. Eosinofil dalam
perjalanannya dari sirkulasi sampai ke lokasi alergi melalui
beberapa tahap yaitu perpindahan eosinofil dari tengah ke tepi
dinding pembuluh darah dan berikatan secara reversibel dengan
sel endotel (rolling) yang disebabkan interaksi antara E-selectin
dengan glikoprotein eosinofil. Selanjutnya oleh karena pengaruh
sitokin (IL-4) terjadi peningkatan ekpresi molekul adhesi endotel
seperti ICAM-1 (inter cell adhesion molecule-1), VCAM-1
(vasculer cell adhesion molecule-1). VCAM-1 bersifat spesifik
terhadap perlekatan eosinofil karena eosinofil mengekpresikan
VLA-4 yang akan berikatan dengan VCAM-1, sehingga ekspresi
VCAM-1 meningkat pada rinitis alergi. Dengan adanya ikatan
antara VCAM-1 dan VLA-4 ini eosinofil semakin kuat melekat
pada endotel, kemudian terjadi perubahan bentuk dan diikuti
migrasi eosinofil keluar dari pembuluh darah lewat celah antara
sel endotel (diapedesis) untuk selanjutnya menuju lokasi alergi.'>"
Tertariknya eosinofil ditempat alergi menyebabkan perubahan

mukosa saluran nafas. Penglepasan granula eosinofil yang
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mengandung berbagai macam mediator kimia yaitu major basic
protein (MBP), eosinophil cationic protein (ECP), eosinofil-derived
neurotoxin (EDN) dan eosinophil peroxidase (EPO) yang
berikatan dengan proteoglikan dan hyaluran membrana basalis
menyebabkan disagregasi sel dan deskuamasi epitel. Protein ini
juga merusak membran sel yang berakibat kematian sel. EDN
dapat menginaktifasi saraf mukosa dan EPO menyebabkan

kerusakan sel oleh karena radikal bebas."

2.2 KONSEP KESEIMBANGAN TH 1 DAN TH 2

Menurut Mosmann dan Coffman (1986), pada klon sel Th (CD4") mencit dapat
dibagi atas 2 subset fungsional yaitu sel Th 1 dan sel Th 2, berdasarkan sitokin
yang dihasilkan. Kemudian paradigma ini ternyata juga terjadi sel Th manusia.'"*'®
Sel Th 1 berperan penting pada imunitas seluler sedang sel Th 2 berperan dalam
imunitas humoral dan penyakit alergi. Terjadi hubungan yang berlawanan antara
sel Th 1 dan sel Th 2. Sel Th 1 menghasilkan sitokin IFN-y dan IL-2 yang akan
menstimulasi sel sitotoksik dan makrofag dalam imunitas seluler. Sebaliknya sel
Th 2 menghasilkan sitokin IL-4, IL-10 dan sitokin lain (IL-3, IL-5, IL-13) yang
menstimulasi sel B untuk menghasilkan imunoglobulin. Makrofag menghasilkan

IL-12 yang menstimulasi perkembangan sel Th 1, sedangkan IL-4 menstimulasi

perkembangan sel Th 2. Hubungan sitokin yang dihasilkan sel Th 1 dan sel Th 2
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ini bersifat timbal balik, I[FN-y menghambat perkembangan sel Th 2 sedang IL-4
menghambat perkembangan dan aktivitas sel Th 1. IFN-y dianggap prototipe
sitokin sel Th 1 dan IL-4 merupakan prototipe sel Th 2, oleh karena disamping

berefek pada sel target, kedua sitokin tersebut dapat meningkatkan diferensiasi sel

Th 0 menjadi sel Th 1 dan sel Th2.?

2.3 PERAN SITOKIN PADA RINITIS ALERGI

Sitokin adalah protein yang disekresi oleh sel yang bekerja
pada sel penghasil sendiri (autocrin) atau pada sel target
(paracrin). Istilah ini diperkenalkan oleh Stanley Cohen (1974)
untuk merujuk suatu faktor yang diproduksi sel (‘cyt0’) yang
bekerja pada sel target. Sedang interleukin menunjukkan suatu
sitokin yang diproduksi oleh suatu lekosit dan berefek pada

lekosit itu sendiri atau lekosit yang lain.'"'®

Terdapat sejumlah
besar sitokin yang berperan pada alergi, namun yang akan

dibahas hanya sebagian yang penting saja.

2.3.1 INTERLEUKIN -4 (IL-4)

IL-4 pada manusia merupakan glikoprotein (terdiri 129 asam amino) dengan
ukuran 18-20 kD yang diproduksi oleh sel T, sel mast dan basofil. Gen pengkode

terletak pada kromosom 5 (5g23-31). Reseptornya sebagian besar terdapat pada
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sel T dan sel B, sel mast, basophil, makrofag, dan sel endotel, yang terdiri protein
IL-4Roc dan yc dengan ukuran 145 kD. IL-4 mempunyai efek pleiotropic,
produksinya cepat dan bersifat transien, dapat dideteksi dalam 1-5 jam dan
ekspresinya hilang setelah 24 - 48 jam.''®!718

IL-4 merupakan sitokin yang memegang peranan penting dalam penyakit

alergi, dengan beberapa fungsi antara lain :

1. Sebagai faktor yang memacu perkembangan dan diferensiasi sel B, yang
akan menghasilkan IgE dan IGy4. Sitokin IL-4 yang diketahui sebagai
sitokin yang menginduksi IgE isotype switch ( sehingga disebut IgE
isotype switching factor). Produksi IgE ini memegang peran utama dalam

penyakit alergi. Selain itu pada sel B, IL-4 juga meningkatkan CD 23,

MHC kelas II, IL-4R, CD40, IL-2R, dan Thy-1.""'""

CD4+ Th2 cell
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Gambar 2. Peran IL-4 sebagai faktor yang menginduksi produksi Ig E. "

2. Faktor pertumbuhan (autocrine) untuk klon sel T CD4" yang akan
memproduksi [L-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 dan berlawanan dengan klon
sel yang menghasilkan IL-2, IFN-y, dan limpotoxin.'"""”

3. Meningkatkan reseptor high affinity Ig E pada sel mast.*

0

4. Meningkatkan reseptor low affinity IgE pada sel B dan sel mast.”

5. Meningkatkan ekspresi VCAM-1 pada sel endotel, 71520

2.3.2 INTERLEUKIN - 13 (IL-13)

IL-13 adalah suatu sitokin dengan ukuran 12 kD yang dihasilkan oleh sel T
yang teraktivasi. Gen pengkode terletak pada kromosom 5,31, bersama dengan
kelompok sitokin IL-4, IL-5. Reseptor IL-13 adalah heterodimer terdiri rantai
IL-4Ra. dan protein dengan berat 65-70 kD yang disebut IL-13Ral, dan
memerlukan protein binding IL-13Ra2. IL-13R diekspresikan pada sel makrofag,
sel B, eosinofil, sel mast, sel endotel, fibroblast, epitel saluran nafas.'®

Efek biologik IL-13 memiliki sejumlah kemiripan dengan IL-4, oleh karena
berbagi reseptor yang sama pada IL-4R. Kedua sitokin diketahui berperan pada
kejadian alergi dengan mengatur isotype class switching pada sel B untuk
menghasilkan Ig E, menginduksi ekspresi MHC kelas II dan CD 23, menginduksi

VCAM 1, eotaksin, mengaktivasi sel mast dan eosinofil.'"'®

2.3.3 INTERLEUKIN -5 (IL-5)
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IL-5 adalah sitokin dengan ukuran sekitar 20 kD yang diproduksi oleh sel
T CD4" dan sel mast yang teraktivasi. IL-5 berinteraksi dengan reseptor spesifik
IL-5Rs suatu heterodimer yang mengandung IL-5Ra dan rantai o  (CD 131)
yang berbagi dengan GM-CSFR dan IL-3R.'"'®

Fungsi IL-5 yang paling penting adalah kemampuan untuk menstimulasi
pertumbuhan dan diferensiasi eosinofil dan aktivasi sel eosinofil matur.'' IL-5
juga bersifat kemotaktik terhadap eosinofil, menyebabkan sekresi eosinofil dan
meningkatkan antibody dependent cytotoxicity. Mekanisme lain menyebabkan
akumulasi eosinofil pada kelainan alergi dengan kemampuannya meningkatkan
respon kemokin dan o4 37 integrin pada eosinofil, yang mengakibatkan pengikatan
terhadap VCAM-1 yang diekspresikan sel endotel dan selanjutnya terjadi migrasi

eosinofil melewati celah endotel (diapedesis).'"'¢

2.3.4 INTERFERON GAMMA (IFN-y)

IFN-y adalah suatu glikoprotein dengan ukuran 21 — 24 kD diproduksi oleh sel
NK, sel Th 1 yang teraktivasi, dan sel sitotoksik. Gen pengkode terletak pada
kromosom 12, reseptornya diekspresikan pada semua sel kecuali eritrosit. IFN-y

11,16

dikenal mempunyai efek antivirus dan antiproliferasi. Selain itu pada

penelitian in vitro dapat meningkatkan IgG, dan menghambat respon Ig E. '

Beberapa fungsi dari IFN-y antara lain :
1. aktivator yang poten pada fagosit mononuklear. Secara

langsung menginduksi sintesis enzim yang diperantarai
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kerusakan saluran nafas, yang mengakibatkan makrofag
memfagositosis mikroba."'

2. meningkatkan ekspresi molekul MHC kelas I dan MHC
kelas IL.""

3. aktivator poten terhadap sel NK, netrofil, sel endotel
vaskuler."'

Produksi IFN-y oleh sel Th 1 yang teraktivasi ditentukan oleh pengaruh
lingkungan mikrositokin yang ada (IL-12). IFN-y dan IL-12 terlibat dalam

keputusan polarisasi sel Th 0 ke sel Th 1, sedangkan IL-4 kearah sel Th 231
2.3.5 INTERLEUKIN - 12 (IL-12)

IL-12 strukturnya suatu kovalen dimer dari peptida 35 dan 40 kD. Untuk
produksinya, sel memerlukan cetakan dari dua gen, yaitu gen p35 dan p 40 yang
terletak pada kromosom 3p12-13.2 (gen p35) dan kromosom 5q31-33 (gen 40).
IL-12 diproduksi oleh sel dendrit, neutrofil, dan makrofag yang dipicu secara
langsung oleh lipopolisakarida atau produk mikroorganisme patogen.''**
Beberapa fungsi penting dari IL-12 antara lain :

1. Merupakan mediator paling penting untuk menginduksi diferensiasi sel

Th 0 menjadi sel Th 1 dan secara langsung memacu sekresi IFN-y oleh sel
Th 1. Sementara itu IL-12 secara aktif terpicu di dalam makrofag dan

monosit oleh TFN-y sehingga respon Th 1 distabilkan oleh suatu jalur

feedback positif."!
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2. Salah satu pengatur imunitas seluler dengan mengaktifkan sel NK.'"*'®
Gangguan kerja IL-12 mengakibatkan tidak ada respon Th 1 yang persisten,
sementara itu produksi IL-12 oleh monosit dapat ditekan oleh sitokin IL-4.

Dari polarisasi sel Th 0 menjadi sel Thl atau sel Th 2 dapat menjelaskan
penyimpangan imunitas yaitu hubungan timbal balik antara imunitas humoral
dan seluler, juga menjelaskan penyakit alergi sebagai akibat produksi sitokin
yang berlebihan dari sel Th 2.

Sel Th 0 yang sudah mengalami diferensiasi penuh menjadi sel efektor Thl
atau Th 2 akan memproduksi sitokin yang relatif tetap, demikian juga sel Th
memori yang sudah mengalami polarisasi. Sementara sel memori yang belum
mengalami polarisasi, profil sitokin dapat dirubah sesuai dengan lingkungan
mikrositokin yang ada, dengan demikian sel memori Th 2 dapat menghasilkan
sitokin Th 1 jika diaktifkan bersamaan dengan IL-12 yang merupakan pemicu
IFN-y yang poten. Penemuan yang menunjukkan bahwa profil sitokin dari
populasi sel memori relatif fleksibel dan dapat dirubah merupakan suatu

konsep penting dan berarti untuk pengobatan penyakit alergi.'

2.4 HUBUNGAN BCG DENGAN PENYAKIT ALERGI

Sekarang diketahui adanya hubungan yang bersifat timbal
balik antara sel Th 1 dan sel Th 2. Penyakit alergi terdapat
dominasi sel Th 2 yang menghasilkan IL-4, IL-5 yang
mengakibatkan peningkatan produksi Ig E dan inflamasi mukosa

karena eosinofil. Sedangkan infeksi TBC dan vaksin BCG
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merupakan pemicu polarisasi sel Th 1 yang kuat, lipoprotein
mikobakteria terikat pada Toll like receptors (TLRs) makrofag
dan interaksi ini menyebabkan peningkatan sintesis IL-12, dan
kemudian diikuti switching ke arah sel Th 1 dan sekresi IFN-y,
sitokin yang menghambat mekanisme imun sel Th 2 pada
penelitian in vivo maupun in vitro.”* Hubungan antara infeksi
TBC dan respon BCG dengan kejadian penyakit alergi telah
diteliti pada hewan percobaan maupun manusia dengan
menunjukkan hasil yang berbeda.

Pada studi ekologi internasional yang menghubungkan laporan
jumlah tuberkulosis yang berasal dari WHO dengan prevalensi
gejala atopik pada 235.477 anak usia 13-14 tahun yang
didasarkan kuisioner tertulis dan video ISAAC didapatkan
peningkatan jumlah angka TBC 25/100.000 yang dihubungkan
dengan penurunan absolut wheezing sebesar 4.7%, juga gejala
rinokonjungtivitis alergi 12 bulan terakhir berhubungan terbalik
dengan angka TBC.*

Di Jepang dilaporkan pada anak-anak terdapat hubungan
terbalik antara respon tuberkulin dan kejadian penyakit atopi.

Anak-anak umur 6-12 tahun yang mempunyai respon tuberkulin
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negatif, gejala penyakit atopi didapatkan 3 kali lebih banyak
dibanding anak-anak dengan respon tuberkulin positif, kadar
sitokin IL-4 lebih tinggi dibanding IFN-y yang lebih rendah
dibanding anak-anak dengan respon tuberkulin positif.8 Di
Finlandia infeksi tuberkulosis pada anak dan dewasa muda
dilaporkan berpengaruh pada prevalensi asma persisten dan
penyakit alergi lain, khususnya wanita yang pernah terinfeksi
TBC pada saat berusia kurang dari 16 tahun, sedang pada laki-
laki yang berbeda bermakna hanya prevalensi asma persisten. >
Data dari penelitian mengenai hubungan terbalik antara
mikobakteria dengan atopi pada hewan percobaan (tikus)
menunjukkan hasil yang sama, bahwa paparan mikobakteria
dapat menekan efek sel Th 2. Paparan terhadap tikus yang telah
dibuat alergi dengan ovalbumin terhadap preparat mikobakteria
yang berbeda menghasilkan penekanan terhadap respon sel Th 2.
Injeksi heat killed Mycobacteia vaccae subcutan, suatu
mikobakteria lingkungan menginduksi kuat sel Th 1,
menghambat produksi Ig E dan IL-5 oleh splenic cells.”® Injeksi
BCG intravena meningkatkan sintesis IFN-y dan menghambat

fenomena imun sel Th 2 meliputi sekresi IL-4, IL-5 dan Ig E, Ig
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G, eosinofilia pada jalan nafas, dan kepekaan terhadap
ovalbumin.”” Hambatan terhadap alergi ovalbumin pada
penelitian ini berhubungan dengan waktu paparan mikobakteria
hubungannya dengan prosedur sensitisasi ovalbumin (BCG
diberikan sebelum atau bersamaan dengan sensitisasi ovalbumin),
dosis organisme, cara pemberian ( BCG intranasal lebih efektif
menghambat sensitisasi ovalbumin daripada intraperitoneal dan
subkutan).

Hubungan vaksin BCG sebagai pengganti infeksi TBC dengan
penyakit atopi dilaporkan dengan hasil yang tidak seragam. Di
Gambia dilaporkan bahwa vaksin BCG yang diberikan pada bayi
baru lahir sampai usia 2 bulan meningkatkan respon imun sel Th
1 yang disertai kenaikan IFN-y dan tidak terbentuk IL-4 yang
berbeda bermakna dibanding kontrol. Sebaliknya pada bayi yang
tidak diberi vaksin BCG pada usia 2-4 bulan terbentuk IL-4.
Respon Th 1 masih dapat dijumpai sampai 1 tahun setelah
vaksinasi BCG, sehingga data ini menunjukkan bahwa vaksin
BCG mengaktifkan sel memori sel T. Hasil yang berbeda
didapat pada pemberian vaksin BCG pada bayi baru lahir di

Jerman dibanding dengan bayi yang tidak diberi vaksin BCG
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tidak ada perbedaan bermakna dengan kadar Ig E dan kejadian
atopi.”® Di Norwegia dilaporkan respon tuberkulin pada usia
dewasa (20 — 44 tahun) yang diberi vaksin BCG pada usia 14
tahun tidak berhubungan dengan kejadian atopi yang dibuktikan
dengan skin prick test dan kadar Ig E, disimpulkan oleh
penelitinya bahwa hubungan itu mungkin terjadi apabila paparan
mikobakteria terjadi pada awal kehidupan, ketika pengaturan
imun yang mendasar dapat terjadi. >
Injeksi suspensi Mycobacterium vaccae secara intradermal
pada anak usia 5-18 tahun dengan dermatitis atopik derajat
sedang-berat dilaporkan menghasilkan berkurangnya luas
dermatitis secara bermakna pada evaluasi 1 dan 3 bulan setelah
suntikan, tetapi tidak ada perubahan bermakna terhadap kadar
Ig E dan jumlah eosinofil total dalam darah tepi.30 Pemberian
vaksin BCG perkutan dengan dosis 58,2 x 10’ CFU pada
penderita asma sedang-berat di Korea, dilaporkan dapat
meningkatkan fungsi paru secara bermakna pada evaluasi 4, 8
dan 12 minggu, dan menaikkan rasio IFN-}(/IL-4.9
Pemberian vaksin BCG pada rinitis alergi belum pernah

dilaporkan, tetapi pada penderita asma menghasilkan perbaikan
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klinik yang bermakna.’ Berdasarkan efek pemberian vaksin
BCG yang dapat menginduksi makrofag untuk menghasilkan
sitokin IL-12 suatu sitokin yang dapat berperan mengubah
polarisasi sel Th 0 ke sel Th 1, maka sitokin yang dihasilkan sel
Th 1 (IFN-y), akan dapat menghambat sitokin yang diproduksi
sel Th 2 (IL-4). Sehingga penghambatan IL-4 ini dapat mencegah
peningkatan Ig E dan menghambat migrasi eosinofil ketempat
lokasi alergi, sehingga dapat menekan jumlah eosinofil mukosa.
Mekanisme ini diharapkan dapat menyebabkan terjadinya

perbaikan gejala klinik rinitis alergi.

2.5 KERANGKA TEORI

BCG Sel Th 0 Alergen
Usia Genetik
Genetik
Makrofag Makrofag
DC1 DC 2
l Sel Th 1 Sel Th 2
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2.7 HIPOTESIS

Berdasarkan latar belakang permasalahan, tinjauan
pustaka dan tujuan penelitian diajukan hipotesis sebagai berikut :
1. Vaksinasi BCG menurunkan kadar IL-4 dan meningkatkan
kadar IFN-y, sehingga dapat menurunkan rasio IL-4/ IFN-y
rinitis alergi.

2. Vaksinasi BCG memperbaiki gejala klinik rinitis alergi.

BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 JENIS PENELITIAN

Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian intervensi dengan

randomized control group pretest — posttest design. Studi ini mempelajari
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pengaruh vaksin BCG pada rinitis alergi dengan menilai rasio IL-4/ IFN-y dan

perbaikan gejala klinik dibandingkan kontrol.

3.2 TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian dilakukan di klinik alergi bagian THT-KL RS Dr. Kariadi

Semarang. Waktu penelitian : April 2004 sampai September 2005.

3.3 POPULASI DAN SAMPEL

3.3.1 Populasi kasus adalah semua penderita rinitis alergi derajat
sedang-berat menurut kriteria WHO yang berobat di

klinik alergi bagian THT RS  Dr. Kariadi Semarang.

3.3.2. Cara pemilihan calon sampel
Pengambilan sampel dengan cara consecutive sampling. Pemilihan untuk
tiap-tiap kelompok dipakai secara acak dengan menggunakan tabel
random.

3.3.3. Besar sampel
Besar sampel untuk uji hipotesis terhadap rerata dua populasi adalah : '

(Zo +Zp) S Y
n=n=2( —m@F

(X1 —x2)
S : simpang baku dua kelompok
Xj— X; : perbedaan klinis yang diinginkan

o, : tingkat kemaknaan Zg : power.
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Menurut laporan penelitian Choi SL dan Koh YI °, dengan simpang
baku dua kelompok sebesar 0,55 pg/ml, dan perbedaan kadar IL-4 = 0,5
pg/ml dianggap berarti, maka dengan o = 0,05 dan power = 80%
didapat Zaa=1,96 ZB=10,842 ;S=0,55 ; X1 -X2=0,5
Didapatkan jumlah sampel satu kelompok (n) sebesar : 18,9 dibulatkan
sebesar 19. Dengan perhitungan drop out 10 %, maka jumlah sampel

masing - masing satu kelompok minimal 21.

3.4 KRITERIA INKLUSI DAN EKSKLUSI

3.4.1 Kriteria inklusi

1.

Penderita dengan hasil test kulit + 3 (sama dengan kontrol histamin)
atau lebih dengan satu atau lebih dari alergen.

Pria dan wanita.

. Umur penderita 15 —50 tahun.

Tes PPD (mantoux) negatif.

Bersedia ikut penelitian.

Kriteria eksklusi

Sedang dalam penggunaan kortikosteroid yang lama.

Menderita penyakit TBC aktif, asma aktif/berat, hipertensi.

. Menderita penyakit kulit yang berat

Sebelumnya mendapat imunoterapi

Sedang hamil atau menyusui.
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6. Kelainan anatomi (septum deviasi, konka hipertropi) yang mengganggu
hasil terapi
3.4.3 Kiriteria drop out
1. Terjadi efek samping obat yang berat.

2. Pindah/mengundurkan diri selama periode penelitian.

3.5 VARIABEL

1. Variabel terikat adalah kadar IL-4, kadar IFN-y, rasio IL-4/IFN-y dan
perubahan gejala klinik rinitis alergi.

2. Variabel bebas adalah pemberian BCG.

3. Variabel pengaruh adalah usia dan riwayat alergi keluarga.

3.6 DEFINISI OPERASIONAL

1. Rinitis alergi derajat sedang-berat menurut WHO adalah rinitis alergi
intermiten (gejala kurang dari 4 hari/minggu, atau kurang dari 4 minggu) atau
persisten (lebih dari 4 hari/minggu, dan lebih dari 4 minggu) yang didapatkan
satu atau lebih dari hal-hal sebagai berikut : 1). gangguan tidur, 2). gangguan
aktivitas sehari-hari 3). gangguan pekerjaan atau sekolah 4). gejala yang
dirasakan mengganggu.

2. Kadar IL-4 dalam penelitian ini adalah kadar IL-4 yang diambil dari PBMC
subyek penelitian menggunakan metode ELISA dengan satuan pg/ml.

Skala pengukuran : rasio.
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3. Kadar IFN-y dalam penelitian ini adalah kadar [FN-y yang diambil dari PBMC
subyek penelitian menggunakan metode ELISA dengan satuan pg/ml.
Skala pengukuran : rasio.

4. Rasio IL-4/ IFN-y dalam penelitian ini adalah perbandingan antara kadar IL-4

dengan kadar IFN-y.
Skala pengukuran : rasio.
5. Gejala klinik rinitis alergi adalah penilaian terhadap 4 keluhan hidung yaitu
hidung gatal, bersin, hidung berair dan hidung tersumbat. Kemudian dari
4 gejala tersebut dilakukan skoring dari 0 sampai 3 :
0 : tanpa gejala
1 (ringan) : ada gejala tetapi tidak mengganggu
2 (sedang) : gejala mengganggu tapi aktivitas dan tidur masih normal
3 (berat) : gejala dirasakan mengganggu aktivitas dan tidur.
Skala pengukuran : ordinal
6. Hari bebas gejala adalah jumlah hari selama waktu penelitian dimana skor
tertinggi masing-masing gejala pada hari tersebut adalah 0 .
Skala pengukuran : rasio
7. Hari nyaman adalah jumlah hari selama waktu penelitian dimana skor
tertinggi masing-masing gejala pada hari tersebut adalah 1.
Skala pengukuran : rasio
8. Hari minum obat adalah jumlah hari selama waktu penelitian dimana penderita
pada hari tersebut minum obat yang diberikan peneliti (dekongestan dan

antihistamin)
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Skala pengukuran : rasio

9. Vaksin BCG dalam penelitian ini adalah pemberian vaksin BCG dengan dosis
0,1 ml secara intrakutan pada subyek penelitian.
Skala pengukuran : nominal

10. Respon tes tuberkulin (Mantoux test) adalah PPD (Purified Protein Derivat),
yang disuntikkan intrakutan dengan dosis 0,1 ml. Hasilnya dibaca setelah 72
jam berupa indurasi dengan diameter dalam mm.
Kriteria pembacaannya adalah : 1) negatif : diameter indurasi kurang dari
5mm 2). intermediate : 5— 10 mm 3). positif : lebih dari 10 mm.

11. Riwayat alergi keluarga adalah ada tidaknya manifestasi penyakit alergi pada
keluarga subyek penelitian.
Skala pengukuran : nominal.

12. Lama sakit dalam penelitian ini adalah lama sakit sebelumnya yang

dinyatakan dalam satuan bulan. Skala pengukuran : rasio

3.7 BAHAN DAN ALAT PENELITIAN.

1. Ekstrak alergen untuk tes tusuk kulit buatan LAPI Jakarta. Dikerjakan dengan
cara intrakutan, yaitu dengan menyuntikan ekstrak alergen sehingga timbul
bentol (wheal) dan eritema. Sebagai kontrol positif dipakai larutan histamin
dan kontrol negatif dipakai larutan buffer fosfat yang merupakan pelarut
alergennya. Reaksi histamin positif diberi skor 3+, buffer fosfat skor (-).
Berbagai macam alergen disuntikan di regio volar lengan bawah, ditunggu 15

menit. Reaksi dibandingkan dengan kontrol (+) dan (-). Reaksi yang timbul
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sama dengan histamin diberi skor 3+, lebih besar dari histamin 4+, reaksi

antara keduanya diberi nilai 2+ dan 1+.

2. Vaksin BCG yang digunakan adalah vaksin BCG kering yang
mengandung kuman hidup dari biakan Bacillus Calmette &
Guerin Institut Pasteur Paris No. 1173 P2 buatan Biofarma
Bandung. Vaksin dilarutkan dengan pelarutnya kemudian
disuntikkan intrakutan di regio deltoid kiri dengan dosis 0,1

ml, sampai membentuk wheal berdiameter 8 — 10 mm.

3. Pelikine Compact Human IL-4 dan Human IFN-y ELISA Kkit,

untuk mengukur kadar IL-4 dan IFN-y.

4. Kuisioner data penderita dan catatan harian penderita yang

berisi pertanyaan tentang skor berat ringannya gejala-gejala
hidung dan catatan minum obat.
5. PPD RT 23 (Purified Protein Derivat) buatan Biofarma
Bandung, untuk memeriksa reaksi tes tuberkulin (mantoux

test).

3.8 CARA KERJA

1. Penderita yang datang ke klinik alergi dan sesuai dengan

derajat sedang-berat menurut kriteria WHOQO, dilakukan tes
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alergi. Apabila hasilnya 3+ atau lebih dan memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi dimasukkan sebagai subyek penelitian.
2. Kemudian dengan tabel random, dibagi menjadi kelompok
perlakuan (vaksin BCG) dan kelompok kontrol.
3. Pada kedua kelompok dilakukan pengambilan darah untuk
pemeriksaan kadar IL-4 dan IFN-y, darah langsung dikirim ke
laboratorium Biotek FK Undip. Juga dilakukan pencatatan
skor gejala rinitis alergi berdasarkan panduan Kkuisioner.
Kuisioner juga dibagi ke penderita untuk diisi tiap hari oleh
penderita sampai waktu penelitian berakhir (8 minggu).

4. Pada kelompok perlakuan dilakukan penyuntikan vaksin BCG
intrakutan di regio deltoid kiri dengan dosis 0,1 ml. Kelompok
kontrol dilakukan penyuntikan dengan menggunakan pelarut

BCG secara intrakutan sebanyak 0,1 ml. Keluhan setelah
suntikan apabila ada ditulis pada kuisioner catatan harian
yang dibawakan penderita.

5. Pada kedua kelompok dibawakan obat dekongestan dan
antihistamin yang boleh diminum apabila subyek penelitian
mengalami gejala hidung dan tidak bisa diatasi tanpa harus

minum obat. Setiap minum obat harus ditulis di kuisioner.
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6. Subyek penelitian dianjurkan untuk kontrol minimal tiap dua
minggu untuk menilai efek atau efek samping pengobatan.
7. Pada akhir penelitian (setelah 8 minggu dari tahap awal)
dilakukan pengambilan ulang darah dan penghitungan jumlah
hari bebas gejala dan hari nyaman berdasarkan skor gejala

tertinggi tiap penderita pada pada kedua kelompok.

3.9 ALUR PENELITIAN

RA derajat
sedang/berat

l

Tes PPD negatif

Kriteria eksklusi Kriteria inklusi

< A 4
A

Randomisasi

l

IL-4 l l IL-4

IFN-y IFN-y
Skor BCG KONTROL Skor
Gejala > < Gejala

klinik klinik
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8 minggu 8 minggu

skor gejala, skor gejala,
minum obat minum obat
dicatat setiap dicatat setiap
hari hari
IL-4 IL-4
IFN-y IFN-y
Skor gejala klinik Skor gejala klinik
3.10 ETIKA

Dilakukan : - informed consent
- penghentian penelitian apabila : pasien menolak
melanjutkan penelitian atau terjadi efek samping

obat yang merugikan penderita.

3.11 RANCANGAN ANALISIS DATA

Analisis data dengan mengunakan program SPSS yang terdiri

dari :
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1. Diskriptif :
- Variabel dengan skala kategorikal dinyatakan dalam
distribusi frekwensi dan persentase.
- Variabel dengan skala numerik dinyatakan dalam median.
2. Analisis untuk uji hipotesis :
- Menguji perbedaan kadar IL-4, IFN-y dan rasio IL-4/ IFN-y
dalam kelompok dengan Wilcoxon ranks signed test, dan
antar kelompok dengan Mann-Whitney U test.
- Menguji perbedaan skor gejala klinik dalam kelompok
dengan Wilcoxon ranks signed test, dan perubahan gejala
Kklinik antar kelompok dengan Mann-Whitney U test.
- Perbedaan jumlah hari bebas gejala dan hari nyaman
(comfortable days) dan jumlah hari minum obat antar
kelompok digunakan Mann-Whitney U test.

3. Derajat kemaknaan apabila p <0,05.

3.12 RINCIAN JADWAL PENELITIAN.
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4.1 HASIL PENELITIAN

Penelitian dilakukan di klinik alergi Bagian / SMF THT-KL
RS Dr. Kariadi Semarang. Dari 42 penderita rinitis alergi yang
memenuhi Kkriteria inklusi dan eksklusi serta bersedia mengikuti
penelitian, 40 penderita menyelesaikan sampai akhir penelitian
(21 penderita kelompok BCG dan 19 penderita kelompok
kontrol), 2 penderita tidak melanjutkan oleh karena pindah
alamat sehingga tidak dapat dihubungi dan satunya tidak

bersedia kontrol kembali.

4.1.1 Karakteristik subyek penelitian
Secara deskriptif karakteristik sampel pada kedua kelompok
digolongkan berdasarkan usia, jenis kelamin, riwayat alergi

keluarga dan lama keluhan.

Tabel 1. Distribusi usia dan lama keluhan.

Mean SB Median Min Max p
Distribusi

Usia 26,2 7,81 23,5 15 44 0,010

tidak normal
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Lama keluhan 49,8 34,96 36 6 120 0,010

tidak normal

Shapiro — Wilk test

Dilihat dari perbedaan rerata dan median, serta besarnya
angka simpang baku, tampak distribusi variabel usia dan lama
keluhan tidak normal, hal ini dibuktikan dengan uji normalitas

Shapiro — Wilk yang bermakna (p < 0,05).

Tabel 2. Distribusi sampel menurut usia, jenis kelamin, lama
keluhan dan riwayat alergi keluarga antara kelompok BCG dan

kontrol.
Variabel BCG (n=21) Kontrol (n =19)
n
Median usia (tahun) 23 24
0,696*
Median lama keluhan ( bulan ) 36 39
0,910*

Jenis kelamin ( %)

0,343#
Pria 7 (33,3) 10
(52,6)
Wanita 14 (66,7) 947,4)

Riwayat alergi keluarga (%) 0,118%
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Tidak ada 13(61,9)  5(26,3)
Ada 8 (38,1) 14 (73,7)

* Mann Whitney U test *Chi square
test

Distribusi berdasarkan usia antara dua kelompok tidak ada
perbedaan bermakna (p = 0,696), lama keluhan antara dua
kelompok tidak ada perbedaan bermakna (p = 0,910), jenis

kelamin tidak ada perbedaan bermakna (p = 0,343), dan riwayat
alergi keluarga tidak ada perbedaan bermakna (p = 0,118).
Dengan demikian dapat dikatakan sampel pada kedua kelompok

seimbang (Tabel 2).

4.1.2 Kadar IL-4 , IFN-y dan rasio IL-4/IFN-y

Dari jumlah sampel yang ada, tidak semua sampel dapat
diperiksa kadar IL-4 dan IFN-y . Kelompok BCG hanya 14
penderita dan kontrol hanya 9 penderita. Hal ini disebabkan
antara lain oleh karena kultur darah yang tidak dapat diperiksa,
hasil nilai pemeriksaan yang tidak terbaca, dan penderita yang
menolak diambil darah yang kedua (pada minggu ke 8).

Tabel 3. Distribusi kadar IL-4, IFN-y dan rasio IL-4/IFN-y
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Mean Median SB Min Max p

Distribusi
IL-4 28,2 11,6 27,66 1,6 133,1 0,010
tidak normal
IFN-y 2347,9 1429,6 2630,56 205,9 8445 0,010
idal L Rasio IL4/TFN v 0.0128 _ 0.007 __0.0118 _0.0024
0,057 0,010 tidak normal
Shapiro - Wilk test
Dilihat perbedaan mean dan median, serta besarnya simpang
baku, tampak distribusi kadar IL-4, IFN-y, rasio IL-4/IFN-y
tidak normal, hal ini dibuktikan dengan Shapiro — Wilk test yang
bermakna (p < 0,05). Dengan demikian untuk analisis
menggunakan statistik non parametrik yaitu untuk menilai
perbedaan dalam kelompok menggunakan Wilcoxon ranks signed
test, dan antar kelompok menggunakan Mann Whitney U test.

Tabel 4. Median kadar IL 4 sebelum dan sesudah pengobatan
BCG dan kontrol.

BCG (n=14) Kontrol (n
=9)
-3 (pg/ml)
sebelum sesudah sebelum
sesudah
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Median 19,7 44,6 15,5
10,5
Selisih kadar 8,2 4,7

Wilcoxon ranks signed test : dalam kelompok p > 0,05
Mann Whitney U test : antar kelompok  p >0,05

Hasil analisis median kadar IL-4 sebelum dan sesudah 8
minggu terjadi kenaikan pada kelompok BCG dan penurunan
pada kontrol yang tidak bermakna (BCG p = 0,136 ; kontrol p =
0,345), untuk sebelum dan sesudah 8 minggu kelompok BCG
dibanding kontrol juga tidak terdapat perbedaan bermakna
(sebelum p = 0,536 ; sesudah p = 0,241), selisih kadar 1L-4
kelompok BCG dibanding kontrol juga tidak berbeda bermakna
(p =0,833) (Tabel 4 dan gambar 3). Dengan demikian H1 yang
menyatakan terdapat penurunan kadar IL-4 sesudah vaksinasi

BCG pada rinitis alergi ditolak.
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Gambar 3. Grafik median kadar IL-4 kelompok BCG dan
kontrol

Tabel 5. Median kadar IFN-y sebelum dan sesudah pengobatan
BCG dan kontrol.

BCG (n=14) Kontrol

(n=9)
TFN-y (pg/ml)
sebelum sesudah sebelum
sesudah
Median 1446,8 1900,7 1699.4

1250,5

Selisih kadar 328.8 448.,9

Wilcoxon ranks signed test : dalam kelompok p > 0,05
Mann Whitney U test : antar kelompok  p >0,05
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Hasil analisis median kadar IFN-y sebelum dan sesudah 8
minggu terjadi kenaikan pada kelompok BCG dan penurunan
pada kontrol yang tidak bermakna (BCG p = 0,975 ; kontrol p
=0,575), untuk sebelum dan sesudah 8 minggu kelompok
BCG dibanding kontrol juga tidak terdapat perbedaan
bermakna (sebelum p = 0,664 ; sesudah p = 0,600), selisih kadar
IFN-y kelompok BCG dibanding kontrol juga tidak berbeda
bermakna (p = 0,682) (Tabel 5 dan gambar 4). Dengan demikian
H1 yang menyatakan terdapat kenaikan kadar IFN-y sesudah

vaksinasi BCG pada rinitis alergi ditolak.
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Gambar 4. Grafik median kadar IFN-y kelompok BCG dan

kontrol.

Tabel 6. Median rasio IL-4/IFN-y sebelum dan sesudah
pengobatan BCG dan kontrol.

BCG (n=14) Kontrol

(n=9)
IL-4/TFIN-y
sebelum sesudah sebelum
sesudah
Median 0,016 0,023 0,006
0,007
Selisih rasio 0,0034 0,0004

Wilcoxon ranks signed test : dalam kelompok p > 0,05
Mann Whitney U test : antar kelompok  p >0,05
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Gambar 5. Grafik median rasio IL-4/IFN-y kelompok BCG dan

kontrol (1000 X).

Hasil analisis median rasio IL-4/IFN-y sebelum dan sesudah 8

minggu pada kelompok BCG dan kontrol terjadi kenaikan yang

tidak bermakna (BCG p = 0,480 ; kontrol p = 0,715),

untuk sebelum dan sesudah 8 minggu kelompok BCG dibanding

kontrol juga tidak terdapat perbedaan bermakna (sebelum

p = 0,580 ; sesudah p = 0,135), selisih rasio I1L-4/IFN-y kelompok

BCG dibanding kontrol juga tidak berbeda bermakna (p = 0,808)

(Tabel 6 dan gambar 5). Dengan demikian H1 yang menyatakan
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terdapat penurunan rasio IL-4/ IFN-y sesudah vaksinasi BCG

pada rinitis alergi ditolak.

4.1.3 Skor Gejala Klinik (SGK)

Pada kelompok BCG median seluruh gejala sebelum dan
sesudah 8 minggu tampak penurunan yang bermakna (p < 0,05)

(Tabel 7).

Tabel 7. Median SGK sebelum dan sesudah 8 minggu kelompok

vaksinasi BCG.
Gejala klinik sebelum sesudah
P
Bersin 2 1,2 <
0,001
Rinore 3 1,1
<0,001
Tersumbat 3 0,9 < 0,001
Gatal 2 0,7 0,001
Gejala total 10 4 <

0,001
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Wilcoxon ranks signed test

Pada kelompok kontrol median seluruh gejala sebelum dan
sesudah 8 minggu tampak penurunan yang bermakna (p < 0,05)

(Tabel 8).

Tabel 8. Median SGK sebelum dan sesudah 8 minggu kelompok

kontrol.

Gejala klinik sebelum sesudah p
Bersin 3 1,6 <0,001
Rinore 3 1,5 <0,001

Tersumbat 3 1,6
0,001
Gatal 2 1 0,001
SGT 10 5,5 <0,001

Wilcoxon ranks signed test
Untuk menilai perbedaan masing — masing gejala antara
kelompok BCG dengan kontrol, dihitung perubahan nilai SGK
sebelum dan sesudah 8 minggu, kemudian hasilnya dianalisis.
Perubahan SGK antara kelompok BCG dibanding kontrol
untuk gejala bersin, rinore, tersumbat, gatal, dan gejala total

tidak ada perbedaan bermakna (p > 0,05), seperti tercantum pada
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tabel 9. Dengan demikian H1 yang menyatakan terdapat
perbaikan gejala klinik oleh vaksinasi BCG pada rinitis alergi

ditolak.

Tabel 9. Median perubahan SGK sebelum dan sesudah 8 minggu
pada kelompok vaksinasi BCG dan kontrol.

Gejala klinik BCG (n=21) kontrol (n =19)
p
Bersin 1,5 1,2
0,220
Rinore 1,4 1,1

0,145

Tersumbat 1,5 1,1
0,900

Gatal 1,2 0,8
0,265

Gejala Total 5,5 4,8
0,254

Mann Whitney U test

Untuk dapat lebih jelas melihat perbedaan gejala dibuat

bentuk diagram garis untuk perubahan mingguan skor gejala
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klinik untuk masing-masing gejala dan hasil analisis antar

kelompok diperlihatkan pada gambar 6 — 10.

2,5+

1,5

Skor Bersin

0,5 4

0 [ I mov VoV VI VI
Minggu |——BCG —®—KONTROL |

Gambar 6. Skor bersin setiap minggu selama pengobatan
pada kelompok
vaksinasi BCG dan kontrol (Mann Whitney U test ;
p >0.05).

Gejala bersin sebelum perlakuan dan pada minggu VIII pada
kelompok BCG dan kelompok kontrol terjadi penurunan dengan
perbedaan bermakna. Sedangkan gejala tiap minggu tidak
terdapat perbedaan bermakna antara kelompok BCG dibanding
kelompok kontrol (Gambar 6).

Pada gambar 7, tampak gejala rinore sebelum perlakuan dan

pada minggu VIII pada kelompok BCG dan kelompok kontrol

terjadi penurunan dengan perbedaan bermakna. Sedangkan
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gejala tiap minggu tidak terdapat perbedaan bermakna antara

kelompok BCG dibanding kelompok kontrol.

Skor Rinore
o

0 Il 1] \Y Vv \4 \all VI
‘ —6—BCG  ——KONTROL ‘

Minggu

Gambar 7. SKkor rinore setiap minggu selama pengobatan
pada kelompok
vaksinasi BCG dan kontrol (Mann Whitney U test :

p>0,05 ).

Pada gambar 8, tampak gejala hidung tersumbat sebelum
perlakuan dan pada minggu VIII pada kelompok BCG dan
kelompok kontrol terjadi penurunan dengan perbedaan
bermakna. Sedangkan gejala tiap minggu, pada minggu VI dan
VIII terdapat perbedaan bermakna antara kelompok BCG

dibanding kelompok kontrol.
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Gambar 8. Skor hidung tersumbat setiap minggu selama
pengobatan pada kelompok vaksinasi BCG dan kontrol (Mann
Whitney U test : p = 0,036 pada minggu VI ; p=0,027 pada
minggu VIII antar kelompok).

Pada gambar 9, tampak gejala gatal sebelum perlakuan dan
pada minggu VIII pada kelompok BCG dan kelompok kontrol
terjadi penurunan dengan perbedaan bermakna. Sedangkan
gejala tiap minggu, tidak terdapat perbedaan bermakna antar

kelompok BCG dibanding kelompok kontrol.
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Gambar 9. Skor gatal setiap minggu selama pengobatan pada
kelompok
vaksinasi BCG dan kontrol (Mann Whitney U test :

p >0,05).

Pada gambar 10, tampak gejala total sebelum perlakuan
dan pada minggu VIII pada kelompok BCG dan kelompok
kontrol terjadi penurunan dengan perbedaan bermakna.
Sedangkan gejala tiap minggu, pada minggu VI terdapat
perbedaan bermakna antara kelompok BCG dibanding kelompok

kontrol.
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Gambar 10. Skor gejala total setiap minggu selama pengobatan
pada
kelompok vaksinasi BCG dan kontrol (Mann
Whitney U test
: p=0,039 pada minggu VI antar kelompok).

4.1.4 Median hari bebas gejala, hari nyaman dan hari minum obat.

Tabel 10. Median bebas gejala, hari nyaman dan hari minum obat
selama waktu penelitian.

Variabel BCG Kontrol
p
hari bebas gejala 0 0

0,438

hari nyaman 17 15
0,238

hari minum obat 7 16
0,163

Mann Whitney U test
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Gambar 11. Grafik median hari bebas gejala, hari nyaman,

dan hari minum

obat kelompok BCG dan kontrol.

Median hari bebas gejala pada kelompok BCG dibanding

kontrol tidak terdapat perbedaan bermakna (p = 0,438). Median

hari nyaman lebih tinggi pada kelompok BCG dibanding

kontrol, perbedaan tidak bermakna (p = 0,238). Median hari

minum obat lebih rendah pada kelompok BCG dibanding

Ixix



kontrol, perbedaan tidak bermakna (p = 0,163) (Tabel 10 dan

gambar 11).

4
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Gambar 12. Hari minum obat mingguan kelompok vaksinasi
BCG
dan kontrol ( Mann Whitney U test: p = 0,048 pada
minggu I ;
p = 0,020 pada minggu II).

Untuk hari minum obat perminggu antara kelompok BCG
dan kontrol terdapat perbedaan yang bermakna pada minggu I
(p=0,048) dan minggu II  (p = 0,023). Tetapi secara
keseluruhan tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara

kedua kelompok (p = 0,193), seperti tercantum pada gambar 12.
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4.2 PEMBAHASAN

Manfaat vaksinasi BCG terhadap kejadian alergi telah
dilaporkan pada beberapa penelitian epidemiologik”*’ maupun

8

percobaan pada binatang.>'® Meskipun demikian, beberapa

2829 penelitian

peneliti masih meragukan manfaat klinik terapi ini.
eksperimental manfaat vaksinasi BCG pada manusia dengan
mengukur profil sitokin Th 1 dan Th 2, maupun parameter
klinik masih terbatas pada asma atau asma yang bersamaan
dengan rinitis alergi.””>
Pada penelitian rinitis alergi kali ini didapatkan : 1) kenaikan
kadar IL-4 sesudah vaksinasi BCG dan penurunan pada kontrol
yang tidak bermakna; 2) kenaikan kadar IFN-y sesudah
vaksinasi BCG, sementara itu terjadi penurunan pada kontrol
meskipun tidak bermakna; 3) terjadi kenaikan rasio IL-4/
IFN-y pada kelompok BCG dan kontrol, meskipun tidak terdapat
perbedaan yang bermakna.

Kenaikan kadar IL-4 pada kelompok BCG tidak sesuai

dengan hasil penelitian terdahulu yang melaporkan terjadinya
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penurunan kadar I1L-4 setelah vaksinasi BCG."*** Hasil ini
sesuai dengan penelitian Vargas dkk, yang menunjukkan
kenaikan kadar IL-4 pada kelompok BCG meskipun tidak
bermakna.”” Kenaikan kadar IL-4 pada kelompok BCG
kemungkinan oleh karena stimulasi kultur darah dengan PHA
(phytohaemagglutinin). Hal ini didukung oleh penelitian yang
melaporkan bahwa kultur darah yang distimulasi dengan PHA
terjadi kenaikan kadar IL-4 secara bermakna pada penderita
PPD negatif yang diberikan BCG.” Hal serupa juga dilaporkan
di Cina bahwa pemberian BCG pada bayi baru lahir
menunjukkan kenaikan proliferasi sitokin Th 1 dan Th 2.* Yang
menjadi pertanyaan, mengapa kenaikan kadar IL-4 justru lebih
tinggi pada kelompok BCG. Hal ini menunjukkan bahwa
pengaruh BCG pada respon imun penderita alergi merupakan
masalah yang lebih kompleks dari sekedar polarisasi kearah
respon sel Th 1.%° Silva dkk, melaporkan bahwa terdapat
perbedaan respon imun vaksinasi DNA dengan BCG, karena
DNA menginduksi hampir seluruhnya respon sitokin tipe Th 1,
sedangkan BCG sebagian besar menginduksi komponen sel T non

sitotoksik yang menghasilkan sitokin tipe Th 2. Selama pemberian
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vaksinasi DNA atau BCG terjadi peningkatan yang seimbang sel
T CD 4 dan CD 8 hsp65-reaktif di limpa. Tetapi setelah vaksinasi
BCG, mayoritas sel adalah CD44" yang menghasilkan IL-4,
sedangkan setelah vaksinasi DNA mayoritas sel adalah CD44"
yang menghasilkan IFN-y.3 7
Pada kelompok BCG terjadi kenaikan kadar IFN-y setelah
vaksinasi, dan penurunan pada kelompok kontrol. Hasil ini
sesuai dengan sebagian besar penelitian terdahulu bahwa
vaksinasi BCG merupakan induktor terhadap respon sel Th |
Mekanismenya melalui peran imunitas seluler antara lain dengan
meningkatkan ekspresi CD40, CD80, CD86 dan MHC-II pada
sel dendrit, dan mengaktifkan makrofag untuk menghasilkan IL-
12, yang berakibat sel NK dan sel Th 1 mensekresi IFN-y.”*?%%
Menurut Choi, dilaporkan bahwa ada hubungan yang erat antara
respon tuberkulin dengan kadar IFN-y setelah vaksinasi BCG.’
Pada penelitian ini sesudah vaksinasi BCG tidak dilakukan test
PPD untuk melihat respon tuberkulin, yang juga merupakan
salah satu keterbatasan penelitian, sehingga tidak dapat menilai

hubungan antara respon tuberkulin dengan kadar IFN-y.
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Pada penelitian ini terjadi kenaikan rasio IL-4/IFN-y pada
kelompok BCG dan kelompok kontrol, tetapi tidak berbeda
bermakna. Apabila dilihat rasio IFN-y/IL-4 justru terjadi

penurunan baik pada kelompok BCG maupun kontrol. Hasil ini
tidak sesuai dengan penelitian Choi,” yang melaporkan terjadi
perbedaan rasio IFN-y /IL-4 bermakna pada kelompok placebo (p
<0,05). Pada pemberian vaksinasi BCG ulangan satu tahun
sesudahnya terjadi kenaikan rasio IFN-y/IL-4 yang bermakna.’*
Terjadinya kenaikan rasio IL-4/IFN-y secara teori menunjukkan
konsep keseimbangan Th 1/Th 2 lebih dominan Th 2. Tetapi
apakah pengaruh vaksinasi BCG pada penelitian ini gagal
menghambat respon Th 2 yang lebih dominan? Sejak pertama
kali ditemukan subset sel limfosit Th 1 dan Th 2 pada tikus tahun
1986, dan kemudian pada manusia, subset berikutnya telah
ditemukan, yaitu sel T regulator (T reg ; CD4°CD25"). Sel T reg
ini dapat menghambat respon sel Th 1 dan Th 2, sehingga secara
aktif menghambat reaksi autoimun dan respon alergi.
Mekanismenya dengan cara kontak antar sel (melalui CTLA-4 /
cytotoxic lympocyte associated antigen-4) dan juga melalui

produksi IL-10 dan TGF-f. Interleukin-10 yang dihasilkan sel T
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regulator ini berperan penting dalam menyeimbangkan sistem
imun dalam mencegah dan mengobati penyakit alergi. *2°***4?
Central unmethylated C-G dinucleotide (CpG)
oligodeoxynucleotides (ODNs) dikenal sebagai induktor respon
Th 1 dan dapat menghambat respon Th 2 melalui produksi
IFN-y dan IL-10. Sementara itu IFN-y yang diinduksi oleh CpG
ODNs dihambat oleh IL-10, yang mengakibatkan mekanisme
homeostasis kedalam kesimbangan Th 1 dan Th 2.>* Dengan
adanya konsep Th 1/Th 2 dan T reg ini maka vaksin yang lebih
baik apabila vaksin dapat bekerja menginduksi kedua sel Th 1

danT reg.34’40

Respon Th 1 dapat secara efisien menghambat
respon Th 2 melalui IFN-y dan sel T reg mengurangi respon anti
alergi Th 1, sehingga menjamin keseimbangan yang baik pada
respon proteksi (nonpatologik) Th 1.  Apakah vaksinasi BCG
ini juga dapat menginduksi respon sel Th 1 dan sel T reg belum
diketahui. Pada penelitian ini tidak diukur kadar IL-10 yang juga
merupakan keterbatasan penelitian, sehingga diperlukan

penelitian lanjutan untuk menjelaskan pengaruh vaksinasi BCG

pada sitokin-sitokin lain pada rinitis alergi.
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Pada imunitas terhadap tuberkulosis atau BCG, ternyata
selain sel T CD4" ada beberapa jenis sel T lain yang ikut
berperan diantaranya sel T CD8", sel T CD1 restricted dan sel
limfosit T gamma-delta. Sel T gamma-delta merupakan mayoritas
sel T pada darah tepi lembu, dan berperan signifikan terhadap
respon imun terhadap tuberkulosis bovine. Pada manusia sel ini
meningkat pada anergi dan penderita dengan test PPD negatif.

Dengan demikian respon terhadap BCG tidak dapat
disederhanakan hanya dengan menilai respon sel T CD4" saja.**
Hal lain yang kemungkinan berpengaruh terhadap tidak
terdapatnya perbedaan bermakna pada penurunan rasio IL-
4/IFN-y pada penelitian ini adalah sampel yang diperiksa/dinilai
kadar IL-4 dan IFN-y hanya sedikit (BCG 14 ; kontrol 9).
Penghitungan power statistik setelah penelitian dengan
memasukkan nilai-nilai hasil penelitian ke dalam rumus yang
semula digunakan untuk menghitung besar sampel didapatkan
hasil sebesar 43,1 % (jumlah minimal sampel tiap kelompok
sebesar 26 untuk mencapai power 80 %). Sehingga hal ini juga

merupakan suatu keterbatasan penelitian.
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Pada penelitian ini terjadi penurunan skor gejala klinik
sebelum dan sesudah perlakuan pada kelompok BCG dan kontrol
yang bermakna. Perubahan gejala klinik antar kelompok tidak
terdapat perbedaan bermakna, meskipun didapatkan
kecenderungan perubahan yang lebih besar pada kelompok BCG.
Sedangkan skor gejala total mingguan pada kelompok BCG lebih
rendah bermakna pada minggu ke enam saja. Hasil ini sesuai
penelitian Choi, pada vaksinasi BCG penderita asma
menurunkan skor gejala asma mingguan secara bermakna pada
minggu ke tujuh, sedangkan pada kelompok placebo skor gejala
asma mingguan tidak ada perbedaan bermakna.” Penelitian di
Cina dengan menggunakan polisakarida nukleotida BCG
hasilnya berbeda, pada penderita asma yang bersamaan dengan
rinitis alergi, skor gejala klinik rinitis alergi lebih rendah secara
bermakna pada kelompok BCG pada hari ke 26 dan 72 (minggu
ke empat dan ke sepuluh).3 ? Protein atau antigen mikobakterium
BCG terikat pada TLRs makrofag, sehingga makrofag menjadi
aktif. Makrofag yang aktif menghasilkan IL-12 yang
menginduksi sel Th 1 dan sel NK untuk menghasilkan IFN-y.

Sitokin ini menghambat sitokin sel Th 2, sehingga mencegah
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terbentuknya Ig E oleh  sel B. Dengan demikian produksi
mediator kimia seperti histamin yang menyebabkan gejala alergi
akan berkurang.12
Jumlah hari bebas gejala (skor gejala 0) dan hari nyaman
(skor gejala maksimal 1) selama waktu penelitian untuk
kelompok BCG lebih banyak dibanding kelompok kontrol
meskipun perbedaannya tidak bermakna. Jumlah hari minum
obat lebih tinggi pada kelompok kontrol dibanding kelompok
BCG, tetapi tidak berbeda bermakna. Cara penilaian ini
merupakan parameter yang akurat untuk menilai manfaat
pengobatan yang dirasakan penderita.45 Seperti diketahui efek
vaksinasi BCG maksimal pada minggu delapan sampai 16 setelah
vaksinasi,” sementara itu hasil penelitian ini dari perbaikan gejala
klinik dan jumlah hari minum obat pada minggu pertama dan
kedua lebih baik pada kelompok BCG daripada kontrol.
Fenomena ini mungkin disebabkan efek boster, karena semua
penderita sudah mendapatkan BCG sebelumnya yaitu sewaktu
baru lahir dan kemungkinan adanya paparan kuman TBC dari

lingkungan karena prevalensi TBC yang tinggi di Indonesia,
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sehingga cepat memberikan respon pengenalan kembali dalam
waktu satu minggu setelah vaksinasi BCG.’

Pada kelompok BCG memperlihatkan jumlah hari minum
obat yang lebih sedikit, jumlah hari bebas gejala dan hari
nyaman lebih banyak. Meskipun tidak bermakna, hasil tersebut
memperlihatkan adanya kecenderungan manfaat klinik vaksinasi
BCG pada rinitis alergi. Sedangkan profil sitokin Th 1 dan Th 2
pada penelitian ini tidak terpengaruh oleh pemberian BCG,

i it : 28,2
sesuai dengan beberapa penelitian di Eropa,”**

tetapi berbeda
dengan hasil penelitian di Jepang,’ Korea ’ dan Cina.”> Hal ini
kemungkinan disebabkan faktor genetik, strain BCG, dan dosis

vaksinasi yang berbeda.*®*

Pada penelitian ini digunakan
vaksin BCG strain 1173 P2 Paris dosisnya 0,1 ml 2 X 10°
CFU), sedangkan penelitian di Korea vaksin BCG strain 172
Tokyo dosisnya 58,2 x 10’ CFU.” Di Jepang dilaporkan adanya
hubungan terbalik antara kejadian alergi dan respon tuberkulin,
mungkin disebabkan karena anak - anak di Jepang mendapat
program imunisasi BCG sebanyak tiga kali (sewaktu bayi, 6

tahun dan 12 tahun) dan dosis yang lebih besar.® Suatu

penelitian in vitro pada manusia dengan mengukur sekresi IFN-y
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dan proliferasi limfosit, dengan membandingkan dosis rendah
(1,6 x 10° CFU dan 3,2 x 10° CFU), dosis standar (1,6 x 10° CFU)
atau dosis tinggi (3,2 x 10* CFU) disimpulkan bahwa dosis efektif

vaksin BCG adalah lebih dari 10° CFU.* Untuk itu diperlukan
suatu penelitian lanjutan dengan meningkatkan dosis BCG pada

rinitis alergi.
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BAB 5. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 SIMPULAN

5.1.1 Vaksinasi BCG tidak menurunkan kadar IL-4 pada rinitis
alergi.

5.1.2 Vaksinasi BCG tidak meningkatkan kadar IFN-y pada
rinitis alergi.

5.1.3. Vaksinasi BCG tidak menurunkan rasio 1L-4/ IFN-y pada
rinitis alergi.

5.1.4. Vaksinasi BCG tidak memperbaiki gejala klinik rinitis

alergi.

5.2 SARAN
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5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan meningkatkan
dosis vaksin BCG, dan menambah jumlah sampel.

5.2.2 Sejalan dengan berkembangnya pengetahuan di bidang
alergi, khususnya penemuan subset sel T baru yang ikut
berperan dalam alergi, perlu penelitian lanjutan dengan
menilai pengaruh sitokin-sitokin lain yang berperan dalam

rinitis alergi.
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Lampiran 1. Prosedur pemeriksaan IFN-y dan IL-4 (produksi
Pelikine)

1. Prosedur kultur sel : 10 ul PHA-P dimasukkan ke dalam
mikrowel sebanyak 3 sumuran ditambah masing-masing 900
ml RPMI 1640 kemudian ditambah bloodcell 100 ul.

Untuk kontrol : 10 ul PBS dimasukkan ke dalam mikrowel
sebanyak 1 sumuran ditambah masing-masing 900 ul RPMI
1640 kemudian ditambah bloodcell 100ml.
Dimasukkan ke dalam inkubator selama 24 jam, kemudian
setelah 24 jam diambil supernatan dan disimpan di freezer
dengan suhu — 80° C.

2. Hari pertama, dilakukan coating plate dengan monoklonal
antibody IFN-y dan IL-4 (capture), kemudian diinkubasi satu
malam dalam suhu kamar.

3. Hari kedua, cuci plate, kemudian dilakukan blocking,
diinkubasi 1 jam pada suhu kamar.

6 Ditambahkan rekombinan IFN-y dengan konsentrasi masing-
masing : 1800; 600; 200; 66,7 ; 22,2 ; 7,4 dan 2,5 pg/ml pada
tiap-tiap sumuran.

Untuk rekombinan IL-4 dengan konsentrasi masing-masing :
450; 1505 50; 16,7; 5,65 1,9; dan 0,6 pg/ml pada tiap-tiap

sumuran.
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7 Sampel yang telah diencerkan, dimasukkan dalam sumuran
yang telah ditandai.

8 Diinkubasi 1 jam pada suhu kamar, kemudian dicuci dengan
buffer pencuci.

9 Dilakukan inkubasi dengan monoklonal antibody yang sudah
diikat dengan biotin, diinkubasi selama 1 jam pada suhu
kamar, kemudian dicuci.

10 Ditambahkan streptavidin-HRP conjugate, diinkubasi selama
30 menit pada suhu kamar, kemudian dicuci.

11 Ditambahkan enzymatic colour development, termasuk
substrat blank, diinkubasi 30 menit pada suhu kamar di
tempat gelap.

12 Ditambahkan stop enzymatic reaction

13 Dibaca pada ELISA reader dengan panjang gelombang 450

nm.

Lampiran 2. Kuisioner catatan penderita rinitis alergi.

CATATAN PENDERITA RINITIS ALERGI

| | Tanggal :

N0| s | Kode;|
|;Jrut penderita :
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J. AlI4IIIAatl ITITgRAap

. UIImMurI

5. Jenis kelamin : 1. laki-laki I:I

2. wanita

6. Hasil tes kulit positif terhadap :
7. Debu rumah
8. Human dander
9. Mixed fungi
10.Mite cultur
11.Cat dander
12.Dog dander
13.Kecoa

7. L;J Lit :

9. Riwayat alergi keluarga :
ayah
ibu

ayah dan ibu

A

saudara kandung

XC



5. kakek / nenek
6. saudara ayah/ibu
7. tidak ada
10. Apakah pernah menderita TBC/berobat ke BP 4 sebelumnya :

1. tidak

11. Hasil tes Mantoux/ PPD S TU :

1. diameter panjang bentol : .......... mm

Xcl



Lampiran 3. Kuisioner catatan harian sejala klinik oleh penderita.

CATATAN HARIAN GEJALA HIDUNG (PILEK) OLEH

PENDERITA

NO- IV

2. Kode obat : |

3. Nama penderita :

4. Alamat lengkap :

llenderita :

]

Catatlah beratnya keluhan pilek anda dengan cara penilaian sebagai berikut

Skor deskripsi

0 tidak ada gejala / pilek

1 gejala pilek ringan, tidak mengganggu

2 gejala pilek mengganggu, tapi tak ganggu aktivitas atau tidur

3 gejala pilek mengganggu aktivitas dan tidur
Keluhan Senin | Selasa | Rabu | Kamis | Jumat | Sabtu | Minggu
Hidung bersin
Bersin
Hidung berair

Hidung sumbat

Minum obat
Berapa kali/hari

xcil




Keluhan setelah
suntik berupa

Lampiran 4. Surat pernyataan persetujuan peserta penelitian.

SURAT PERNYATAAN PERSETUJUAN
PESERTA PENELITIAN
(INFORMED CONSENT)

Yang bertandatangan di bawah ini :

Nama

Setelah memperoleh penjelasan sepenuhnya serta memahami
tentang tujuan, manfaat serta resiko yang mungkin timbul dalam
penelitian berjudul :

“ Pengaruh vaksin BCG terhadap rasio IL-4/IFN-y dan perubahan
gejala

klinik pada penderita rhinitis alergi”

xciil




menyatakan setuju ikut serta / mengikutsertakan anak/adik saya
bernama :......cccciiiiiiiiiiiiiiiiiinnne, , dalam penelitian dan
bersedia mematuhi semua ketentuan yang berlaku dalam

penelitian tersebut.

Semarang,

Peneliti, Yang menyatakan,

(dr. Hadi Sudrajad) (ceeerennnnneeeesennnnnnaccannns )
Peserta/keluarga peserta
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