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ABSTRACT

Background. The generally accepted view that blood monocytes are the principal
target of virus infection suggests that virus-infected monocytes may produce a
vasoactive factor which might affect endothelial cell function, possibly
contributing to vascular leakage. Transforming growth factor beta 1 (TGF-f1) is
one of cytokines that plays a variety of roles in pathogenesis of dengue
hemorrhagic fever (DHF).

Aims. To determine the correlation among TGF-B1 to PEI total protein, albumin
and hematocrit as vascular leakage markers on DHF.

Methods. This was an observational study with cross sectional design. Subjects
were DHF patients that hospitalized in Dr. Kariadi Hospital during July, 2005 —
July 2006,3-14 years old. TGF-B81 product of monocyte, PEI, total protein and
albumin levels, and hematocrit were measured on day 0 and 2. The correlation
between TGF-B1 levels and PEI, total protein and albumin levels, and hematocrit
on day 0 and 2 were analyzed

Results. Subjects were mostly females, means of age 7,1 + 2,43 years. Means of
TGF-B1 product of monocyte levels on day-2 (43.29 = 28.012 pg/ml) were higher
than day-0 (35.27 + 34.642 pg/ml);p=0,09(Wilcoxon test). Correlation test among
TGF-B1 monocyte level, IEP, protein total, albumin, hematocrit on day-0 (r = -
0,31p=0,04 ; = 0,19 p=0,2 ; r=0,11 p=0,5; r=- 0,08 p=0,6 ); on day-2 (r = -0,2
p=0,3; r=0,2 p=0,2; r=0,2 p=0,2; r=-0,04 p=0,8)

Conclusions. There is correlation between TGF-1 monocyte product level and
PEI on day-0. There is no correlation between TGF-B1 monocyte product level

and PEI on day-2 ,neither, Total protein, albumin and hematocrit on day-0 and on
day-2.

Keywords : TGF-B1, PEI, protein total , albumin ,hematocrit, DHF



ABSTRAK

Latar Belakang. Monosit merupakan target utama infeksi virus dengue yang
mengakibatkan sekresi vasoaktif yang mempengaruhi endotel dan mengakibatkan
kebocoran vaskuler. Transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) merupakan
salah satu sitokin yang memiliki berbagai peran dalam patogenesis demam
berdarah dengue (DBD).

Tujuan. Untuk mengetahui korelasi antara kadar TGF-B1 produk monosit
terhadap IEP, protein total,albumin dan hematokrit sebagai petanda kebocoran
vaskuler.

Metoda. Penelitian observasional analitik dengan desain belah lintang. Subjek
adalah pasien DBD yang dirawat di bangsal anak RSUP. Dr. Kariadi selama bulan
Juli 2005 — Juli 2006,berumur 3-14 tahun. Dilakukan wuji korelasi untuk
mengetahui hubungan kadar TGF-1 monosit dengan IEP,protein total ,albumin
dan hematokrit pada hari ke 0 dan ke-2

Hasil. Sebagian besar subjek adalah perempuan, rerata umur 7,1 £ 2,43 tahun.
Rerata kadar TGF-B1 hari ke-2 (43.29 + 28.012 pg/ml) lebih tinggi daripada hari
ke-0 (35.27 £ 34.642 pg/ml); p=0,09(uji Wilcoxon ). Uji korelasi kadar TGF-1
monosit dengan IEP, protein total, albumin, hematokrit hari ke-0 r = - 0,31p=0,04
; = 0,19 p=0,2 ; =0,11 p=0,5; r=- 0,08 p=0,6 ,hari ke-2 r = -0,2 p=0,3; = 0,2
p=0,2; r=0,2 p=0,2; r=-0,04 p=0,8.

Simpulan. Terdapat korelasi negatif bermakna kadar TGF-B1 produk monosit
darah tepi dengan IEP pada hari pengamatan ke-0,tidak terdapat korelasi
bermakna pada pengamatan hari ke-2.Tidak terdapat korelasi bermakna antara
kadar TGF-B1 produk monosit darah tepi dengan protein total, albumin dan
hematokrit pada hari pengamatan ke-0 dan hari pengamatan ke-2

Kata kunci : TGF-B1, IEP,protein total,hematokrit,albumin, demam berdarah dengue



1.1

BAB 1

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Demam berdarah dengue (DBD) dan sindroma syok dengue (SSD) adalah salah
satu penyebab utama perawatan di rumah sakit pada pasien anak. Infeksi virus
Dengue dapat menimbulkan penyakit yang serius yaitu SSD. Angka kematian DBD
berat akibat syok berkepanjangan, syok berulang dan perdarahan masif yang dirawat
di Pediatric Intensive Care Unit ( PICU ) RSUP Dr. Kariadi masih tinggi, 51,2 %
pada tahun 1998 dan 12 % pada tahun 2002. Deteksi dini syok, peningkatan kualitas
pemantauan, dan perubahan pengelolaan terapi cairan, menurunkan angka kematian
SSD menjadi 10,8% pada tahun 2004.'

Pada awal hingga pertengahan tahun 2004, terjadi kejadian luar biasa (KLB)
demam berdarah di Indonesia. Jumlah kasus DBD di Indonesia sejak Januari sampai
dengan Mei 2004 mencapai 64.000 orang (incidence rate 29,7 per 100.000 penduduk)
dengan kematian sebanyak 724 orang (case fatality rate 1,1%). Faktor-faktor yang
mempengaruhi peningkatan dan penyebaran kasus DBD melibatkan beberapa aspek
yaitu : (1) pertumbuhan penduduk yang tinggi, (2) urbanisasi yang tidak terencana &
tidak terkendali, (3) tidak adanya kontrol vektor yang efektif di daerah endemis dan
(4) peningkatan sarana transportasi.

Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa faktor hemostasis dan faktor

kebocoran vaskuler merupakan faktor diskriminan untuk memprediksi syok pada



DBD.' Kebocoran vaskuler dengan berbagai derajat manifestasi klinis merupakan
akibat respons kekebalan, yang melibatkan beberapa sitokin antiinflamasi dan
proinflamasi. Transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) adalah salah satu sitokin
yang diduga mempunyai peran pada patogenesis DBD.* Patofisiologi utama pada
DBD adalah peningkatan permeabilitas kapiler dan gangguan hemostasis. Kenaikan
difus permeabilitas vaskuler menyebabkan kebocoran plasma.”® Kebocoran plasma
dibuktikan dengan adanya hemokonsentrasi yang dtandai oleh peningkatan
hematokrit, hipoproteinemia, hipoalbuminemia dan efusi pleura.'

Penelitian yang pernah dilakukan terhadap 79 anak, saat terjadi epidemi
DBD di India utara menunjukkan adanya keterkaitan kadar TGF- B1 terhadap
beratnya manifestasi DBD.> Kadar TGF-P1 plasma mulai terdeteksi pada awal
perjalanan penyakit yaitu pada hari ke 1-4 demam, dan secara bertahap meningkat
pada hari ke 4-8 sakit. Didapatkan kadar TGF-B1 plasma paling tinggi pada DBD
derajad IV.>* TGF-B1 dihasilkan oleh monosit, sel natural killer (NK), lymphokine-
activated killer cells, sel B dan sel CD4" maupun sel CD8".> Monosit merupakan

"2 Virus dengue yang menginfeksi monosit

target utama infeksi virus dengue.”
akan bereplikasi dan menyebabkan pelepasan sitokin. TGF-B1 merupakan salah
satu sitokin yang disekresikan oleh monosit pada saat berlangsungnya infeksi
dengue. TGF B1 menghambat sel Thl sehingga terjadi pergeseran respon imun dari
sel Th1 menjadi respon imun sel Th2 dimana sel Th2 ini akan mensekresi sitokin
IL-4, IL5, IL-6, IL 10 dan IL-13 yang menginduksi kebocoran vaskuler.

Peran IL-12 yang dihasilkan sel Thl selama infeksi virus dengue dihambat

oleh TGF-B1, mengakibatkan dominasi peran sel Th2. Pergeseran dari respon Thl



predominan ke Th2 mengakibatkan perubahan manifestasi infeksi dengue, dari
demam dengue ke DBD stadium IV yang berat. *

Pemeriksaan kadar TGF-B1 produk monosit darah tepi dan parameter
kebocoran vaskuler akan dilakukan pada hari pengamatan ke-0 ( hari pertama saat
penderita DBD dirawat atau hari saat diagnosis DBD pertama kali ditegakkan
berdasarkan kriteria WHO tahun 1999, sesuai demam hari ke-4 ) dan hari
pengamatan ke-2 ( hari ketiga perawatan terhitung sejak penderita DBD dirawat
atau sejak diagnosis DBD pertama kali ditegakkan, sesuai demam hari ke-6 ).
Pertimbangan pengamatan hari ke-0 dan ke-2 adalah karena rata-rata penderita
masuk pada saat demam hari ke-4,' merupakan masa kritis yaitu saat terjadinya
kebocoran vaskuler dan mulai terjadi peningkatan kadar TGF-B1 plasma.
Pertimbangan lain karena kebocoran vaskuler pada DBD berlangsung singkat yaitu
dalam 24-48 jam saja, sedangkan parameter kebocoran vaskuler dapat diukur dari
pemeriksaan indeks efusi pleura (IEP), pengukuran kadar protein total, kadar
albumin dan hematokrit. Pada penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya, IEP
merupakan  indikator  kebocoran  vaskuler yang sensitif.! Terjadinya
hemokonsentrasi selama berlangsungnya kebocoran plasma ditandai oleh kenaikan
hematokrit, dimana pemeriksaan ini dikerjakan untuk mengevaluasi kebocoran
vaskuler yang masih berlangsung dan kecukupan pemberian cairan pada DBD.
Pengukuran kadar protein total dan albumin karena selama berlangsungnya proses
kebocoran vaskuler protein dan albumin masuk ke dalam ruang interstitiel dan
menyebabkan hemokonsentrasi. Umur sampel antara 3 — 14 tahun. Umur 14 tahun

dipilih karena penelitian ini terbatas pada kasus DBD anak, dan umur 3 tahun



dipilih karena alasan teknis pengambilan sampel darah pada anak umur 3 tahun
keatas akan lebih mudah dibanding anak yang lebih kecil.

Peran TGF-B1 produk monosit darah tepi terhadap kebocoran vaskuler sejauh
yang kami ketahui belum pernah diteliti. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
korelasi antara kadar TGF-B1 produk monosit darah tepi dengan parameter
kebocoran vaskuler yang ditandai oleh hipoproteinemia , hipoalbuminemia,
hemokonsentrasi dan efusi pleura kanan.

1.2 Perumusan Masalah
Apakah kadar TGF-B1 produk monosit darah tepi berkorelasi dengan kebocoran
vaskuler pada DBD
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Membuktikan korelasi TGF-B1 produk monosit darah tepi dengan
parameter kebocoran vaskuler pada DBD
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Menganalis korelasi TGF-f1 produk monosit darah tepi dengan
protein total pada pengamatan hari ke-0 dan ke-2
2. Menganalis korelasi TGF-f1 produk monosit darah tepi dengan
albumin pada pengamatan hari ke-0 dan ke-2
3. Menganalis korelasi TGF-B1 produk monosit darah tepi dengan
hematokrit pada pengamatan hari ke-0 dan ke-2
4. Menganalis korelasi TGF-f1 produk monosit darah tepi dengan

indek efusi pleura (IEP) pada pengamatan hari ke-0 dan ke-2



1.4 Manfaat Penelitian
1. Pelayanan Kesehatan
Memberikan pijakan yang kuat, dimana dalam jangka panjang dapat
digunakan sebagai pertimbangan pemilihan dan penggunaan imunoterapi
yang dapat memodulasi produksi TGF-B1 oleh monosit darah tepi yang
dapat digunakan untuk pengelolaan penderita DBD dimasa datang.
2. Pendidikan
Menambah pengetahuan tentang imunopatogenesis penyakit demam
berdarah dengue
3. Penelitian
Memberikan pijakan pada penelitian lanjutan yang bertujuan mengetahui
lebih rinci mekanisme kerja TGF-B1 produk monosit dalam menyebabkan
kebocoran vaskuler pada infeksi virus dengue in vitro dan in vivo.
1.5 Originalitas Penelitian
Penelitian yang membuktikan adanya hubungan antara kadar TGF-1 produk
monosit darah tepi dengan kebocoran vaskuler pada penderita DBD belum pernah

dilakukan



Beberapa penelitian tentang Hubungan TGF-B1 pada DBD yang pernah dilakukan :

Desain

Tahun Peneliti/Jurnal Variabel Penelitian/jumlah Hasil penelitian

sampel

1998 | Agarwal R, Elbishbishi Transforming Growth | Cross sectional TGF-B1terdeteksi pada
EA, Chaturvedi UC, Factor Beta 1 pada 79 hampir 96% penderita
Nagar R, Mustafa AS penderita DBD DBD.Kadar TGF-B1 terendah
(International Journal of | berbagai derajat ditemukan pada DD. Kadar
Experimental Pathology TGF -B1 tertinggi pada DBD
1999;80: 303-34) derajat TV

1998 Laur F, MurgeB, Kadar TNF-a. dan | Cross sectional Kadar TGF-B1 pada DHF
XavierD,Claudine R TGF-p1 plasma pada lebih tinggi secara signifikan
Oliver C,Eliane C (Trans Anak dengan Infeksi dibandingkan dengan DF
R Soc Trop Med Virus dengue 2 di
Hygiene 1998; 92:654- | French Polinesia
6.)’

2006 | Azeredo EL, Zagne | Peningkatan kadar IL- | Cross sectional Peningkatan kadar IL-
SMO,Alverenga AR , | 18, TGF-B1 dan S- 18, TGF-B1 dan S-ICAM
Nogueira RM, Kubelka | ICAM pada outbrake berkorelasi dengan keparahan
CF, Pinto LMO (Mem | dengue di Brasil 2001- infeksi dengue
Inst Oswaldo Cruz. | 2002
2006;01(4):437-49)°

2008 | Yan C,Christy SK Hambatan sekresi Cross sectional Penurunan sekresi TNF-a
E’foTﬁh%an’{Vﬁl;Zﬁ IC(IIEI TGF-B1 Makrofag akibat hambatan sekresi TGF-
T (J Leukoc Biol yang distimulasi LPS B1 oleh inhibitor spesifik
2008; 83:1-9) " oleh Inhibitor spesifik reseptor TGF- B1 (SB431542)

reseptor TGF-
B1(SB431542)

2009 | Novita wijayanti' Korelasi TGF-1 Observasional Terdapat korelasi kadar TGF-
plasma dengan Protein | analitik B1 plasma dengan Protein
Total dan Albumin Total dan Albumin pada
pada DBD pengamatan hari ke-2

2009 | Zuhrawardi > Korelasi TGF-1 Observasional Tidak Terdapat korelasi kadar

plasma dengan Indeks | analitik TGF-B1 plasma dengan

efusi pleura pada DBD

Indeks efusi pleura




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Demam berdarah Dengue
Infeksi demam berdarah dengue masih merupakan masalah kesehatan utama di
Indonesia. Infeksi dengue merupakan infeksi virus akut yang endemis didaerah
tropik dan ditularkan melalui perantaraan nyamuk, virus dengue termasuk kelompok
B Arthropoda borne virus (Arboviruses), genus Flavivirus, famili flaviviridae dan
mempunyai 4 jenis serotype yaitu : DEN-1, DEN-2, DEN-3 dan DEN-4. Serotype
DEN-3 merupakan serotype yang dominan dan diasumsikan banyak menyebabkan
manifestasi klinis yang berat.'®"®
Menurut teori hipotesis infeksi sekunder heterolog (the secondary heterologous
infection hypotesis) atau hipotesis immune enhancement, viral load memperberat
manifestasi klinis infeksi virus dengue.'” Tinggi titer viremia dapat dihubungkan
dengan berat penyakit. Titer tertinggi 100 — 100.000 kali lebih tinggi pada SSD
daripada demam dengue.® Penelitian oleh Vaughn DW dkk membuktikan bahwa
berat DBD mempunyai korelasi dengan tingginya titer viremia.”’ Manifestasi klinis
infeksi virus dengue dapat berupa keadaan asimptomatik hingga menimbulkan
kematian. Demam simptomatik dapat berupa demam yang tak terdiferensiasikan,

Demam Dengue (DD), dan demam berdarah dengue (DBD) yang dapat disertai syok

(SSD) dan tanpa syok**>



Diagnosis DBD ditegakkan berdasarkan kriteria WHO 1999:**

Kriteria klinis:

e Demam: timbul mendadak, tinggi, terus-menerus, antara 2-7 hari.

e Manifestasi perdarahan: uji tourniquet positif, ptekie, purpura, ekimosis,
epistaksis, perdarahan gusi, hematemesis dan/atau melena.

e Hepatomegali.

e Tanda-tanda syok : nadi cepat dan lemah dengan tekanan nadi menyempit (< 20
mmHg), hipotensi, kulit teraba dingin dan lembab dan penderita jadi tampak
gelisah.

Kriteria Laboratoris:

e Trombositopenia (< 100.000/mm°)
e Hemokonsentrasi; kenaikan hematokrit sebesar 20% atau lebih.

Ditemukannya 2 kriteria klinis, ditambah adanya trombositopenia dan
hemokonsentrasi, atau kenaikan hematokrit cukup untuk menegakkan diagnosis klinis
DBD. Adanya efusi pleura dan hipoalbuminemia merupakan bukti telah terjadinya
kebocoran vaskuler.

WHO (1999) membagi menjadi empat kategori menurut derajat berat penderita

sebagai berikut ** :

Derajat I : Demam yang disertai gejala konstitusional yang tidak khas, satu- satunya
manifestasi perdarahan adalah uji torniquet positif.

Derajat II : Derajat I, disertai perdarahan spontan pada kulit atau perdarahan
yang lain.

Derajat III : Terdapat tanda-tanda kegagalan sirkulasi yaitu denyut nadi yang



cepat dan lemah, tekanan nadi menurun atau hipotensi, disertai

kulit yang dingin, lembab dan penderita gelisah

Derajat IV : Renjatan (syok) berat dengan nadi yang tidak dapat diraba

tekanan darah yang tidak dapat diukur.

2.2 Imunopatogenesis demam berdarah Dengue

2.2.1

222

Teori antibody dependent enhacement (ADE)
Teori ini memperkirakan proses terjadinya kenaikan replikasi virus pada
infeksi sekunder merupakan akibat antibodi yang berkadar rendah dan
bersifat subnetral yang terbentuk pada saat terjadi infeksi primer tidak
mampu membunuh virus Dengue, sehingga kompleks imun melekat pada
reseptor Fc sel mononuklear fagosit (terutama makrofag) mempermudah
virus masuk ke sel dan meningkatkan multiplikasi.”
Teori endotel

Sel monosit yang telah terinfeksi virus dengue akan melepaskan
faktor—faktor yang dapat mengaktivasi kultur sel endotel, yaitu
Interleukin—1 (IL-1) dan Tumor Nekrosis Faktor (TNF).? Faktor—faktor itu
dapat menyebabkan efek multipel terhadap endotel, yaitu menekan
aktivitas antikoagulan, memacu prokoagulan, dan meningkatkan
permeabilitas vaskuler. Pada DBD/SSD, jejas pada endotel terjadi akibat
pembentukan kompleks imun dan aktivasi komplemen. Aktivasi sel
endotel tidak terjadi secara langsung, tetapi melalui faktor—faktor yang

dikeluarkan akibat monosit yang terinfeksi oleh virus dengue. Virus
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dengue dapat menginfeksi sel endotel secara in vitro dan menyebabkan
pengeluaran sitokin dan kemokin, seperti IL-6, IL-8 dan regulated and
activation T cell excretion and secretion (RANTES). Sel endotel yang
terinfeksi virus dengue dapat mengaktivasi sistem komplemen yakni
dilepaskannya C3a dan C5a yang merupakan anafilatoksin kuat dalam
meningkatkan permeabilitas vaskuler serta menginduksi ekspresi molekul
adhesi seperti ICAM-1, E-selektin, vWF, P-selektin dan sVCAM-I.
Ekspresi ICAM-1 bersama—sama dengan IL-8 serta RANTES
meningkatkan terikatnya sel polimorfonuklear dan mononukleus pada
endotel. Peningkatan permeabilitas vaskuler dan dilepaskannya

1.6 Virus

trombomodulin yang merupakan petanda kerusakan sel endote
dengue melalui mekanisme tidak langsung, menyebabkan aktivasi endotel.
Monosit yang terinfeksi virus dengue mengeluarkan mediator yang
menyebabkan aktivasi endotel melalui ekspresi molekul adhesi VCAM-1
dan ICAM-1.
Teori endotoksin

Endotoksin sebagai komponen kapsul luar bakteri gram negatif
akan mudah masuk ke dalam sirkulasi pada syok dengan keadaan iskemia
berat. Endotoksin mengaktivasi kaskade sitokin terutama TNF a dan IL-1.
Telah dibuktikan oleh peneliti sebelumnya bahwa endotoksemia

berhubungan erat dengan kejadian syok pada DBD. Endotoksemia terjadi

pada 75% penderita SSD dan 50% DBD tanpa syok. **
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2.2.4 Teori apoptosis

225

Apoptosis adalah proses kematian sel secara fisiologik yang
merupakan reaksi terhadap berbagai stimuli. Proses dibagi menjadi dua
tahap sebagai berikut.

1. Kerusakan inti sel.

2. Perubahan bentuk dan membran sel.

Konsekuensi teori apoptosis adalah fragmentasi DNA inti sel, vakuolisasi
sitoplasma, pembentukan bleb, dan peningkatan granulasi membran
plasma menjadi DNA subselular yang berisi badan—badan apoptotik.
Limfosit sitotoksik mengkode protease (granzyme, fragmentasi) yang
menginduksi apoptosis sel target. Limfosit yang teraktivasi guna
merespons infeksi virus menunjukkan ekspresi Fas dalam kadar tinggi dan
sangat rentan terhadap apoptosis. 2>*°

Teori mediator

Beberapa mediator telah diketahui meningkat pada DBD, seperti
C3 dan CS5. Peningkatan kadar dan lama peningkatan berhubungan
dengan terjadinya syok dan berat penyakit. Pada DBD beberapa sitokin
dan mediator kimia, yaitu IL-2, IL-6, dan TNF-o meningkat kadarnya,
sedangkan IL—1 tidak. Peneliti sebelumnya membuktikan bahwa sitokin
berperan dalam patogenesis DBD.

Fungsi dan mekanisme kerja sitokin adalah sebagai mediator pada
imunitas alami yang disebabkan oleh rangsang zat infeksius sebagai

regulator yang mengatur aktivasi, proliferasi, diferensiasi limfosit, sebagai
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aktivator sel inflamasi non spesifik, stimulator pertumbuhan, dan

diferensiasi leukosit matur. Teori mediator berkembang sejalan dengan

peran endotoksin dan sel limfosit *’

2.3 Hubungan TGF B; dan kebocoran vaskuler pada DBD

TGF-B1 merupakan suatu sitokin polipeptida multifungsi yang
disekresikan oleh berbagai macam sel, termasuk diantaranya oleh makrofag, sel
natural killer (NK), lymphokine-activated killer cells, sel B dan sel CD4" maupun
sel CDS". TGF-B1 memiliki efek immunomodulator multipel pada berbagai sel
target dan jaringan, menghambat proliferasi sel T dan sel B, menjadi antagonis
sitokin-sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan IFN-y, memblokade aktivitas
cytotoxic lymphocyte (CTL) dan menghambat induksi terhadap reseptor IL-1 dan
IL-2 sehingga sel-sel tidak responsif terhadap sitokin-sitokin ini. In vivo, TGF-§3
menghambat adhesi sel T dan netrofil pada sel-sel endothelial, menghambat
aktivasi makrofag dan mengatur ekspresi MHC kelas II pada makrofag. TGF-B1
dapat menstimulasi ekspresi molekul-molekul adhesi, memberikan suatu
kemotaktik yang kuat bagi sel-sel lekosit dan sel-sel lain yang terlibat dalam
respon imun, dan sebaliknya suatu saat dapat pula menghambat bila mereka sudah
diaktifkan. Paling tidak ada 5 bentuk isoform TGF-f yang sudah diketahui, yaitu
TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-f4 dan TGF-B5, dengan urutan asam amino
sekitar 70-80% adalah homolog. TGF-B1 merupakan suatu polipeptida yang
tersusun dari 390 asam amino dan gennya dipetakan pada kromosom 19ql3.
TGF-B1 diproduksi oleh limfosit, makrofag, dan sel-sel dendritik, dan ekspresinya

dapat bersifat autokrin maupun parakrin dalam mengendalikan diferensiasi,
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proliferasi dan aktivasi terhadap sel-sel imun. Produksinya meningkat pada
keadaan seperti keganasan, penyakit autoimun dan kondisi kronik lainnya. Ia
dapat berperan sebagai sitokin proinflamasi maupun sitokin antiinflamasi
tergantung pada konsentrasinya. *** TGF-B1 diaktiftkan oleh acidic
microenvironment, plasmin dan plasmin like-protease dan menjadi tidak aktif bila
berikatan dengan a2-macroglobulin.*®

Karakteristik demam berdarah dengue (DBD) dibanding dengan demam
dengue klasik adalah terjadinya kenaikan permeabilitas pembuluh darah sehingga
protein  (albumin) dan plasma merembes ke luar dari pembuluh
darah.’*?! Perembesan plasma ke luar dari pembuluh darah juga dapat dipantau
dari timbulnya cairan dalam ruang serosa (efusi pleura, asites). Kebocoran
vaskuler dibuktikan dengan indeks efusi pleura (IEP), hemokonsentrasi,
hipoproteinemia, dan hipoalbuminemia terjadi pada DBD dan lebih berat pada
SSD. **°® Tujuh puluh persen penderita DBD non-syok menunjukkan efusi
pleura pada foto polos dada. Pada pasien dengan syok berat, volume plasma
dapat berkurang sampai lebih dari 30%.*" Efusi pleura mempunyai peran
penting dan berhubungan bermakna dengan terjadinya syok dan mortalitas.
Penelitian yang pernah dilakukan di RS. Dr. Kariadi pada tahun 2004' , efusi
pleura terdapat pada 80,3% sindrom syok dengue dan 39,7% DBD tanpa syok.
Indeks efusi pleura lebih dari 6% mempunyai risiko syok 13,86 kali pada DBD.

TGF-B1 diduga mempunyai peran pada patogenesis DBD. TGF-
plasma dan mRNA TGF- B; spesifik dari sel mononuklear darah tepi terdeteksi

pada infeksi dengue.* Kadar TGF- Bl plasma ditemukan paling tinggi pada DHF
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grade IV.>® TGF- Bl menginduksi ekspresi molekul adhesi endotel, yang
mengakibatkan peningkatan permeabilitas vaskuler dan kebocoran plasma.’’

CD4 + T cells

!
/

Increased

(mast cells/basophil,etc) » Histamine > Vascu'?'j DH F
Permeability

Cell Apoptosis

Gambar 1. Kaskade sitokin pada infeksi dengue
sumber : Caturvedi UC, Agarwal R, Elbishbishi EA, Mustafa AS 4

Pergeseran respons imunologis dari sel Th-1 menjadi sel T-2 akibat
sekresi TGF-B1 oleh monosit yang terinfeksi dengue menghasilkan DBD
derajat berat >*

Sel endotel vena umbilikalis manusia akan teraktivasi setelah dipaparkan
monosit yang terinfeksi virus dengue.” Aktivasi akan dicapai secara maksimum
jika pada kultur monosit yang terinfeksi virus dengue ditambahkan serum yang
mengandung imunoglobulin terhadap virus dengue, temuan in Vvitro ini sesuai
dengan bukti epidemiologis bahwa reaksi imun awal terhadap virus dengue
merupakan faktor risiko utama kejadian DBD.*® Berdasarkan hipotesis antibody

dependent enhancement (ADE), monosit merupakan target utama

. .. -11 . . . . .
infeksi virus dengue.”''”’?* Sel monosit darah perifer yang terinfeksi virus
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dengue mengeluarkan TGF-B1,* yang mengaktivasi endotel melalui ekspresi
molekul adhesi vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) dan intracellular
adhesion molecule (ICAM-1).**> Peningkatan ICAM-1 dan VCAM-1 telah telah
terbukti berperan dalam aktivasi leukosit dan kebocoran vaskuler. Terdapat
hubungan antara meningkatnya bentuk s-VCAM-1 molekul adhesi dengan
beratnya DBD. >33

Beberapa teori telah dikemukakan untuk menerangkan patogenesis DBD,
yaitu teori virulensi dan beban virus, teori enhancement dependent antibody, teori
endotoksin, teori apoptosis dan teori endotel. Semua teori pada akhirnya
membahas terjadinya kebocoran vaskuler dan gangguan hemostasis yang

merupakan inti dari kelainan utama dan spesifik dari DBD. *°

Sel endotel kapiler berperan dalam patogenesis DBD dan mulai banyak
diteliti secara invitro. Hal ini disebabkan kebocoran vaskuler patognomoni pada
DBD dan keadaan ini berkaitan dengan integritas endotel kapiler yang terganggu.
Peran dan fungsi endotel pada inflamasi berubah untuk sementara akibat stimulasi
sitokin (IL-1,TNF-a, IL-6, IL-8), virus, bakteri, komplek imun dan aktivasi sel B
dan sel T, sehingga menyebabkan aktivasi endotel.® Virus dengue melalui
mekanisme tidak langsung, menyebabkan disfungsi dan aktivasi endotel.” Pada
penelitian yang pernah dilakukan dilaporkan bahwa s-VCAM meningkat pada
pasien infeksi dengue dan terutama lebih tinggi secara signifikan pada DHF/SSD
atau pada fase akut dengan manifestasi lebih berat. "***' Pada DBD aktivasi
platelet dan sitokin, menyebabkan sekresi Platelet Actifating Factor (PAF).

Secara bersama-sama, peningkatan kadar PAF serta TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
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C3a, C5a, dan histamin akan menyebabkan disfungsi endotel pembuluh kapiler
sehingga terjadi perembesan plasma dan syok hipovolemik, serta perdarahan
sebagai akibat gangguan koagulasi.22 Infeksi virus dengue menyebabkan aktivasi
makrofag yang memfagositosis kompleks virus antibodi non netralisasi sehingga
sehingga virus bereplikasi di makrofag. Terjadi infeksi monosit oleh virus dengue
menyebabkan aktivasi T helper dan T sitotoksik sehingga diproduksi limfokin dan
interferon gamma (IFN-y) yang akan mengaktivasi monosit dan sekresi berbagai
mediator inflamasi seperti TNF-a, IL-1, platelet activating factor (PAF), IL-6 dan
histamin yang mengakibatkan terjadinya disfungsi sel endotel dan kebocoran
plasma.*?
2.4 Peran LPS dan monosit pada infeksi Dengue
Penelitian endotoksemia pada penderita dengue didapatkan kejadian
endotoksemia yang berhubungan dengan perjalanan penyakit DBD berat antara lain
melalui peningkatan permeabilitas pembuluh darah.*’ Pada penderita DBD tanpa syok
telah terdeteksi adanya lipopolisakarida (LPS) dalam sirkulasi. Kadar LPS pada SSD
lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan DBD tanpa syok.* LPS adalah
dinding bakteri gram negatif, bila berada didarah akan menyebabkan endotoksemia.

TGF-B1 bersama-sama atau secara terpisah dengan LPS dapat meningkatkan ekspresi

[-CAM-1, E-selectin dan VCAM-1. 33
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Gambar 2. Mekanisme stimulasi LPS pada Monosit/makrofag
Sumber: Edwin AS, Theo BJC, Johan K44

LPS disirkulasi berikatan dengan lipoproteinsakarida binding protein (LBP).
Komplek LPS-LBP akan berikatan dengan reseptor CD14 pada permukaan
monosit/makrofag. Selanjutnya komplek LPS-CD14 berikatan dengan TLR-4 dan
mengaktivasi monosit/makrofag. Monosit/makrofag yang teraktivasi oleh LPS
melepaskan TGF-p.*4

TGF-B1 mengaktivasi sel endotel melalui peningkatan ekspresi molekul adhesi
yang berperan dalam aktivasi lekosit, peningkatan permeabilitas vaskuler dan
kebocoran plasma pada DBD. >’

2.5. Hubungan status gizi dan DBD

Penelitian mengenai hubungan status gizi dan derajat DBD hasilnya bervariasi.
Penderita DBD dengan status gizi kurang mempunyai risiko syok 37,8% sedangkan
pada gizi baik dan obesitas masing-masing mempunyai risiko syok 29,9% dan
30,2%. CFR (Case Fatality Rate) penderita DBD dengan gizi kurang sebesar 0,5%
sedangkan pada gizi lebih dan gizi baik masing-masing sebesar 0,4% dan gizi normal
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0,07%.% Penelitian yang pernah dilakukan di RS dr. Kariadi mendapatkan hal yang
sama, dimana SSD lebih banyak ditemukan pada anak dengan status gizi kurang.'
Hasil penelitian Case control pada 272 bayi berumur kurang dari 12 bulan di Bagian
Anak rumah sakit Ho Chi Min,Vietnam, tidak didapatkan hubungan antara status gizi
dengan derajat beratnya DBD. *°
Perjalanan alamiah penyakit DBD dipengaruhi oleh respon imun penderita, anak
dengan gizi buruk mengalami penurunan respon imun dan gangguan pada fungsi
kekebalan tubuh.*”! Oleh karena itu pasien gizi buruk tidak diikutsertakan dalam
penelitian ini.
2.6. Hubungan sepsis dan DBD
Sepsis dan DBD mempunyai kesamaan dalam respon imunologi, dimana pada
sepsis juga terjadi stimulasi yang berlebihan oleh sitokin-sitokin proinflamasi dan
mediator-mediator sistemik yang memicu kerusakan dan disfungsi endotel.
Sepsis adalah SIRS (systemic inflamatory respone syndrome) dengan curiga
(suspected) atau bukti (proven) infeksi.>
SIRS ditandai oleh sedikitnya 2 keadaan berikut ** :
1. Temperatur inti > 38.5°C atau < 36°C
2. Takikardi, rata rata laju denyut jantung > 2 SD diatas nilai normal sesuai umur
3. Rata-rata laju napas > 2 SD diatas nilai normal sesuai umur
4. Hitung lekosit meningkat atau menurun sesuai umur atau neutrofil imatur > 10 %
Pada penelitian ini sepsis dianggap sebagai faktor perancu yang harus dikeluarkan
dari penelitian karena memiliki kesamaan dengan DBD dalam respons imunologi.

Disamping itu pada sepsis juga terjadi peningkatan kadar TGF-f1 dan kebocoran
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vaskuler yang lebih lama dibandingkan DBD yang hanya terjadi dalam 24-48 jam.”
Sepsis ditandai oleh kerusakan dan disfungsi endotel akibat stimulasi berlebihan dari
sitokin dan mediator kimiawi, menyebabkan kebocoran vaskuler dan aktivasi
koagulasi, dengan akibat perdarahan, hipovolemia, syok dan disfungsi organ
154

multipel.

Berikut ini adalah gambar yang menjelaskan disfungsi endotel saat terjadinya

sepsis
LPE/LBP/CD14 Activation/Cylokine release Rolling Adhesion Transmigration
Dinds
Endothelial
and leukocyte leukocytes d 1 selectins
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& [ICAM/NCAM-1

rufvates
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Gambear 3. Interaksi LPS dengan aktivasi endotel pada sepsis.
Sumber: Peters K, Unger R E., Brunner J, Kirkpatrick C J 48

Komplek LBP-LPS dan CDI14 mengaktivasi endotel melalui TLR.
Kemudian mengaktivasi NF-kp untuk melepaskan sitokin. Endotel yang teraktivasi
akan mengekspresikan molekul adhesi ICAM-1, VCAM-1, PCAM-1, E- selectin,
menginduksi peningkatan permeabilitas vaskuler dan mengakibatkan kebocoran

vaskuler pada sepsis.

20



2.7 DBD dan manifestasi perdarahan

Manifestasi perdarahan, seperti epistaksis, perdarahan ginggiva, perdarahan
saluran cerna, dan hematuria diasumsikan karena trombositopenia, vaskulopati, dan
koagulopati."® Perdarahan dapat terjadi sendiri atau merupakan bagian dari gangguan
kaskade pembekuan yang kompleks, seperti perdarahan intravaskuler menyeluruh
(PIM). Beratnya perdarahan bervariasi, mulai dari tempat suntikan atau tempat
pengambilan darah sampai yang umum seperti petekia, purpura, ekhimosis,
perdarahan usus, hemoptosis atau bahkan DOM (disfungsi organ multiple) karena
perdarahan adrenal (sindroma waterhouse frederichsen). Pada penyakit perdarahan
karena virus seperti DBD, komplikasi perdarahan adalah yang paling sering.
Trombositopenia sering terjadi pada infeksi virus umumnya, tetapi kadang—kadang
dapat menyebabkan gangguan hemostasis dan komplikasi perdarahan. Mekanismenya
adalah penurunan trombopoesis, pemakaian trombosit yang berlebihan atau
kombinasi keduanya. Interaksi langsung virus dengan trombosit dapat menyebabkan
trombositopenia atau trombositopati. Jejas pada sel endotel oleh virus menyebabkan
peningkatan perlekatan trombosit dan pemakaian trombosit. Trombositopenia
merupakan hal yang sering terjadi pada DBD. Akibat penurunan produksi,
peningkatan destruksi atau peningkatan pemakaian trombosit yang berhubungan
dengan agregasi trombosit. Makin berat trombositopenia, sangat mungkin disebabkan
karena pemakaian berlebihan. Demikian pula mekanisme imun berperan dalam
trombositopenia pada DBD yang dibuktikan dengan adanya kompleks imun pada
permukaan trombosit. PIM dapat terjadi pada kasus berat dengan penyebab yang

tersering adalah pemakaian trombosit yang berlebihan. Secara in vitro terbukti bahwa
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jejas sel endotel oleh virus dengue mengakibatkan agregasi trombosit dan lisis
trombosit, kemudian menyebabkan trombositopenia yang berlebihan dan koagulopati

konsumtif, 2%
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2.8 Kerangka Teori

Infeksi virus dengue
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2.9 Kerangka Konsep

Kadar TGF- Bl P rotein. Total

Produk monosit »| Albumin
IEP
Hematokrit

2.10 Hipotesis
2.10.1 Hipotesis Mayor
Terdapat korelasi kadar TGF- Bl produk monosit darah tepi dengan
kebocoran vaskuler pada hari pengamatan ke-0 dan ke-2
2.10.2 Hipotesis Minor
1. Terdapat korelasi kadar TGF- B1 produk monosit darah tepi dengan kadar
protein total antara hari pengamatan ke-0 dan ke-2
2. Terdapat korelasi antara kadar TGF- 1 produk monosit darah tepi
dengan kadar albumin pada hari pengamatan ke-0 dan ke-2
3. Terdapat korelasi antara kadar TGF- B1 produk monosit darah tepi
dengan hematokrit
4. Terdapat korelasi antara kadar TGF- Bl produk monosit darah tepi

dengan indek efusi pleura (IEP)
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BAB 3

METODE PENELITIAN

3.1. Ruang Lingkup Penelitian
Bagian anak RSUP Dr. Kariadi Semarang.
3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Bangsal HND, PICU Ruang perawatan IRNA C (infeksi) RSUP Dr.Kariadi.
Pengukuran kadar sitokin antiinflamasi (TGF-B1) dilakukan di laboratorium CEBIOR
FK UNDIP. Penelitian dilakukan mulai bulan Juli 2005 sampai dengan Juli 2006
3.3 Rancangan Penelitian
Observasional prospektif
3.4 Populasi dan Sampel penelitian
3.4.1. Populasi target
Anak berusia 3 sampai 14 tahun yang menderita demam berdarah dengue.
3.4.2. Populasi terjangkau
Anak berumur 3 sampai 14 tahun yang menderita demam berdarah dengue,
dirawat di bangsal IRNA C, PICU dan bangsal HND RSUP Dr. Kariadi
Semarang selama periode penelitian.
3.4.3. Sampel penelitian
Anak berumur 3 sampai 14 tahun yang menderita demam berdarah dengue,
yang dirawat di bangsal IRNA C (Infeksi), PICU, dan bangsal HND RSUP
Dr. Kariadi Semarang selama periode penelitian yang memenuhi kriteria

sebagai berikut:

25



3.4.3.1 Kriteria Inklusi
1. Pasien yang didiagnosis DBD berumur 3 — 14 tahun
2. Diagnosis ditegakkan dengan dasar kriteria WHO 1999 dan
pemeriksaan serologi ELISA
3. Orang tua pasien bersedia untuk mengikutkan anaknya dalam
penelitian dan menandatangani informed concent
4. BB/PB (% dari persentil ke-50) >70 % dan < 120%.
4.4.3.2. Kriteria eksklusi
1. Dalam perjalanan penyakitnya mengalami sepsis
2. Pasien yang tidak mengikuti sampai selesai atau pemeriksaan
darah tidak lengkap atau pindah diluar semarang
3. Orang tua pasien menolak partisipasi
3.4.4. Cara Sampling
Semua pasien yang memenuhi kriteria penelitian diambil sebagai sampel
(consecutive sampling)
3.4.5. Besar sampel
Sesuai dengan hipotesis penelitian besar sampel dihitung dengan rumus
besar sampel untuk uji korelasi.
Tidak didapatkan nilai r dari referensi sebelumnya, sehingga dipakai
koefisien korelasi sebesar (r)= 0,5. Nilai Za =1,96 (o =0,05). Nilai
7B=0,842 (B =0,2 untuk power penelitian sebesar 80%). Besar sampel

adalah *°:
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2 2

n Za+Zp L3 1,96 + 0,842

0,511{1”) 0.5l L +%>
l-r 1-0,5

Besar sampel yang dibutuhkankan minimal 38 orang.

+3~38

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1. Variabel Independen : kadar TGF- 1 produk monosit darah tepi
3.5.2. Varibel dependen :
faktor kebocoran vaskuler : IEP,protein total.albumin dan hematokrit

penderita DBD
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3.6 Definisi Operasional

Skala
Variabel Definisi operasional
pengukuran
. . Rasio
Kadar Kadar TGF B-1 monosit darah tepi adalah kadar TGF (-1
TGF B-1 yang diperiksa menggunakan metode ELISA dan dibaca
dengan alat microplate reader , sampel : kultur darah
whole blood yang distimulasi dengan LPS
Satuan : pg/ml
Kebocoran Kebocoran vaskuler dinyatakan dengan mengukur IEP, Rasio
kadar albumin ,protein total dan hematokrit
Vaskuler

Indeks efusi Pleura adalah perbandingan dalam persen
antara lebar efusi pleura kanan (A) dan lebar hermitoraks
kanan pada posisi RLD (right lateral decubitus, B)

Rumus perhitungan IEP = A/B X 100%.

Kadar protein total plasma adalah kadar protein total
yang diperiksa dengan metode Biuret , satuan : gr/dl
Kadar albumin plasma adalah kadar albumin yang
diperiksa dengan metode Bromocresol-Green ,

satuan : gr/dl

Hematokrit diukur dengan metode QBC, Becton
Dickinon ,NJ 07417, satuan : %

3.7 Cara Pengumpulan Data
1. Penelitian dilakukan di Bangsal HND, PICU, ruang perawatan IRNA C
(infeksi)RSUP Dr. Kariadi Semarang mulai tahun 2005 — 2006. Bila memenuhi
kriteria penelitian dimintakan persetujuan tertulis dari keluarga (informed

consent)
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3.

Pada sampel dilakukan pemeriksaan fisik lengkap dan pemeriksaan kebocoran
vaskuler yaitu IEP, albumin , protein total dan Ht. Diagnosis DBD ditegakkan
atas dasar kriteria WHO 1999, dikonfirmasi dengan uji serologis Ig M dan Ig G
Elisa captured

Dilakukan pengukuran kadar TGF- 1 produk monosit darah tepi

Cara stimulasi monosit darah tepi dengan LPS pada kultur

1.

2.

Siapkan darah tepi dengan antikoagulan EDTA

Siapkan plate steril 24 sumuran

Masukan RPMI komplet 10% FBS pada tiap sumuran

Tambahkan 100 pl darah tepi pada satu sumuran

Tambahkan 10 pl LPS dengan konsentrasi Img/ml pada satu sumuran

Masukan pada inkubator CO, dg suhu 37°C selama semalam

Masukan supernatan kultur pada tabung eppendorf ukuran 1,5 ml

Sentrifus tabung eppendorf pada microcentrifuge

Aliqoute supernatan sebanyak 250 pl pada tabung eppendorf 0,5 ml, buang

endapan.

10. Simpan supernatan pada suhu -80°C.

Peralatan yang dibutuhkan untuk mengukur parameter diatas adalah

1.

Alat pengukur kadar TGF- B1 produk monosit darah tepi yaitu microplate reader
, yang berada di laboratorium CEBIOR Fakultas kedokteran UNDIP

Alat pengukur kadar albumin dengan metode Bromocresol-Gren dan kadar
protein total dengan metode Biuret berada di laboratorium Patologi Klinik

RSUP Dr. Kariadi Semarang
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. Alat pengukur hematokrit dengan metode QBC,Becton Dickinon ,NJ 07417
berada di laboratorium Patologi Klinik RSUP Dr. Kariadi Semarang
. Alat pengukur efusi pleura dinilai dengan indeks efusi pleura (IEP) pada X foto

toraks berada di Bagian Radiologi RSUP Dr. Kariadi Semarang

Gambar 4. Penghitungan Efusi pleura
Sumber : Vaughn DW, Green S, Kalayanarooj S, et all *®

Peralatan yang dibutuhkan untuk kultur sel, isolasi dan penyimpanan supernatan
kultur sel adalah :

1. Laminar flow berada di laboratorium CEBIOR FK Undip

2. Inkubator CO, berada di laboratorium CEBIOR FK Undip.

3. Deep freeze berada di laboratorium CEBIOR FK Undip
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3.8 Alur Penelitian

Penderita DBD yang dirawat
(WHO 1999 + serologis)

Kriteria inklusi >l Kriteria eksklusi

\4
SAMPEL PENELITIAN
v
v v
Hari ke-0 Hari ke-2
Protein Total TGF 3-1 Hematokrit IEP Protein Total TGF B-1 Hematokrit
produk produk
Albumin monosit Albumin monosit

Analisa data |

Laporan Penelitian
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3.9 Analisis Data
3.9.1 Analisis Univariat
1. Dicari kecenderungan sentral dan dispersi ( mean,median,SD persentil)
pada setiap variabel karakteristik individu
2. Untuk variabel berskala kategori (nominal dan ordinal) lainnya akan
dilakukan analisis distribusi frekuensi, kemudian divisualisasikan dalam
bentuk tabel dan diagram
3.9.2 Analisis Bivariat
1. Uji korelasi TGF B-1 produk monosit darah tepi dengan albumin
dan total protein
2. Uji korelasi TGF B-1 produk monosit darah tepi dengan IEP
3. Uji korelasi TGF B-1 produk monosit darah tepi dengan hematokrit
Normalitas data TGF-B1, protein total, albumin, IEP dan hematokrit akan
diuji dengan uji Kolmogorov-Smirnov. Data dinyatakan berdistribusi normal
apabila p>0,05.
Korelasi antara kadar TGF-B1 dengan protein total, albumin, IEP dan
hematokrit akan dianalisis dengan uji korelasi Pearson bila data berdistribusi
normal atau uji korelasi Spearman bila data berdistribusi tidak normal.”’
Nilai p dianggap bermakna apabila p < 0,05. Rentang interval kepercayaan
yang digunakan adalah 95 %. Analisis data menggunakan program statistics

program for social science v. 15,0 (SPSS Inc, USA).
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3.10 Etika Penelitian

Penelitian ini merupakan bagian dari penelitian utama yang berjudul
”Hubungan disfungsi endotel dengan gangguan hemostasis pada SSD” yang telah
mendapatkan persetujuan dari Komite Etik Penelitian Kedokteran Fakultas
Kedokteran Universitas Diponegoro/RS. Dr. Kariadi Semarang dengan nomer kode
etik 06/EC/FK/RSDK/2001. Persetujuan untuk diikutsertakan dalam penelitian
dimintakan dari orang tua penderita secara tertulis dengan menggunakan informed
consent. Orang tua penderita sebelumnya telah diberikan penjelasan tentang tujuan
dan prosedur penelitian. Orang tua berhak menolak untuk diikutsertakan dalam
penelitian dengan alasan apapun serta berhak untuk keluar dari penelitian setiap
saat. Semua penderita, baik yang menerima maupun menolak ikut penelitian tetap
dikelola sesuai protap pengelolaan DBD. Seluruh biaya yang untuk penelitian
ditanggung oleh peneliti. Responden tidak dibebani biaya tambahan apapun untuk

penelitian. Data pribadi penderita akan dijamin kerahasiaannya.

33



BAB 4

HASIL PENELITIAN

4.1. Karakteristik subyek penelitian

Penelitian ini melibatkan data 42 anak penderita DBD yang menjadi bagian
Penelitian Kohort demam berdarah Dengue Indonesia Belanda yang dilaksanakan bulan
Juli 2005 sampai dengan Juni 2006. Dari 84 data yang tersedia didapatkan 42 anak yang
memiliki data lengkap sehingga dapat dilakukan analisis. Jumlah tersebut masih melebih
jumlah sampel minimal yang diperlukan. Karakteristik subyek penelitian ditampilkan
pada tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik subyek penelitian (n=42)

Karakteristik Rerata + SB n (%)

Umur 7,1 +£2,43 -

Jenis kelamin - -

- Laki-laki - 14 (33,3%)

- Perempuan - 28 (66,7%)
Berat badan (kg) 24,6 £ 18,26 -
Tinggi badan (cm) 120,2 £ 17,54 -
Onset demam (hari) 3,8+ 1,01 -
Lama perawatan (hari) 5,4+4,07 -

Umur subyek penelitian yang termuda adalah 4 tahun sedangkan umur tertua
adalah 13 tahun. Dari 42 subyek penelitian,dijumpai bahwa sebagian besar subyek
penelitian adalah wanita. Onset demam terpendek adalah 2 hari dan terlama adalah 6 hari.

Sedangkan lama perawatan tersingkat adalah 1 hari dan terlama adalah 9 hari.
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4.2. Produksi TGF-3 monosit

Hasil pengukuran produksi TGF-B1 monosit yang diambil pada hari pengamatan
ke-0, setelah distimulasi oleh LPS produksi TGF-B1 adalah 35.27 + 34.642 pg/ml
(median=33,96). Sedangkan produksi TGF-f1 monosit yang diambil pada
pengamatan hari ke-2, setelah distimulasi LPS adalah 43.29 + 28.012 pg/ml
(median=41.355). Hasil pengukuran tersebut menunjukkan terjadinya peningkatan
produksi TGF-B1 monosit pada pengamatan hari ke-2. Walaupun hasil uji statistik
menunjukkan bahwa peningkatan tersebut tidak bermakna (p=0,09; uji Wilcoxon)

Peningkatan produksi TGF-B1 monosit tersebut ditampilkan pada gambar 5.

45.0

42.5=

40.0"

37.59

TGFmonosit

35.07

32.5 T T
Hari ke-

Gambar 5. Kadar TGF-p monosit penderita dengue
(n=42) pada hari ke-0 dan hari ke-2 pengamatan.
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4.3. Pengukuran parameter kebocoran vaskuler

Hasil pengukuran parameter kebocoran vaskuler ditampilkan pada tabel 2.

Tabel 2. Parameter kebocoran vaskuler pada subyek penelitian (n=42)

Rerata SB Median Min Max
Parameter kebocoran Hari | Hari Hari Hari Hari | Hari | Hari | Hari | Hari | Hari
vaskuler ke-0 | ke-2 ke-0 ke-2 ke-0 | ke-2 | ke-0 | ke-2 | ke-0 | ke-2
IEP (%) 12,6 | 24,7 | (12,58) | (16,37) | 10,0 | 20,6 | 0,0 | 3,1 | 50,0 | 90,0
Hematokrit (%) 37,8 | 36,0 | (6,98) | (4,70) | 38,2 | 36,5 | 13,7 | 25,5 | 50,0 | 44,6
Protein total (g/L) 5,5 6,1 (1,07) | (0,94) | 56 | 6,1 34 | 40 | 84 | 8.8
Albumin (g/ L) 3,3 3,5 (0,66) | (0,49) | 34 | 34 1,9 | 24 | 49 | 4.8

Min= minimum= nilai terendah
Max= maximum= nilai tertinggi

Tabel 2 menunjukkan bahwa terjadi peningkatan IEP yang bermakna pada hari
ke-2 (p<0,001). Selain itu pada hari ke-2 juga dijumpai adanya peningkatan yang
bermakna pada kadar protein total (p=0,002). Berbeda dengan IEP, hematokrit pada hari
ke-2 terjadi penurunan, akan tetapi secara statistik penurunan tersebut tidak bermakna
(p=0,2). Selain itu juga dijumpai peningkatan kadar albumin pada hari ke-2, akan tetapi
peningkatan tersebut juga tidak bemakna (p=0,1).

4.4. Korelasi antara TGF-3 monosit dengan parameter kebocoran plasma
Hasil uji korelasi kadar TGF-f3 monosit dengan parameter kebocoran plasma pada

hari perawatan ke-0 dan ke-2 ditampilkan pada tabel 3

Tabel 3. Korelasi antara kadar TGF-$ monosit dengan parameter kebocoran vaskuler
subyek penelitian (n=42) pada hari pengamatan ke-0

Parameter kebocoran vaskuler hari ke-0 Koefisien korelasi p
Indeks Efusi Pleura -0,31 0,04
Hematokrit - 0,08 0,6
Protein total 0,19 0,2
Albumin 0,11 0,5
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Tabel 3 menunjukkan pada hari pengamatan ke-O dijumpai korelasi yang
bermakna antara TGF-1 monosit dengan IEP, sedangkan korelasi antara TGF-1 dengan

hematokrit, protein total dan albumin serum adalah tidak bermakna.

Tabel 4. Korelasi antara kadar TGF-B1 monosit dengan parameter kebocoran
vaskuler subyek penelitian (n=42) pada hari pengamatan ke-2

Parameter kebocoran vaskuler hari ke-2 Koefisien korelasi p

Indeks Efusi Pleura -0,2 0,3
Hematokrit -0,04 0,8
Protein total 0,2 0,2
Albumin 0,2 0,2

Tabel 4 menunjukkan pada hari pengamatan ke-2 , korelasi antara TGF-f1 monosit

dengan IEP, hematokrit, protein total dan albumin serum adalah tidak bermakna.
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Gambar 6. Korelasi antara TGF-monosit dengan IEP (panel A),

hematokrit (panel B), protein total (panel C) dan albumin (panel D)
subyek penelitian pada hari ke-0 perawatan.
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Gambar 7. Korelasi antara TGF-monosit dengan IEP (panel A),

hematokrit (panel B), protein total (panel C) dan albumin (panel D)
subyek penelitian pada hari ke-2 perawatan.
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BAB 5

PEMBAHASAN

Mekanisme yang melibatkan sitokin proinflamasi dan antiinflamasi pada
patogenesis kebocoran vaskular DBD masih belum dimengerti dengan jelas . Belum
banyak penelitian yang menghubungkan secara langsung tentang peran sitokin pada
parameter kebocoran vaskular pada DBD. Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-
B1) adalah salah satu sitokin yang diduga mempunyai peran pada patogenesis DBD. Pada
penelitian yang pernah dilakukan tentang peran TGF-B1 pada patogenesis DBD,
didapatkan bahwa kadar TGF-B1 yang meningkat sesuai durasi sakit dan tingkat
keparahan penderita infeksi dengue serta diduga adanya peran TGF-B1 terhadap
mekanisme kebocoran vaskular pada DBD.>”

Penelitian yang dilakukan oleh M. Juffrie dkk °°, menyatakan adanya korelasi
antara IL-8 dengan manifestasi ascites, efusi pleura pada DBD (p< 0,05). Sedangkan
penelitian di Polinesia terhadap 52 anak yang positif terinfeksi dengue, pada fase awal
perawatan (hari ke 1-3 demam) didapatkan kadar TGF-B1 pada plasma secara bermakna
lebih tinggi pada kelompok DBD daripada kelompok demam dengue (DD).® Penelitian
pada 79 anak dengan berbagai derajad manifestasi klinis infeksi dengue, didapatkan
bahwa TGF-B1 plasma dan mRNA TGF-B1 terdeteksi pada hampir semua penderita
infeksi dengue (96%) dan kadar TGF-B1 plasma ditemukan paling tinggi pada DBD
derajad IV. Kadar TGF-B1 plasma mulai terdeteksi pada awal perjalanan penyakit, secara
bertahap meningkat dan mencapai kadar puncak setelah hari ke-9.> Penelitian

Elzinandes L Azeredo dkk,” menyatakan bahwa kadar TGF-B1 pada penderita DBD lebih
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tinggi jika dibandingkan dengan kontrol yang sehat (p< 0,0175). Tetapi pada 3 penelitian
ini tidak mengkorelasikan peran TGF-f1 dengan parameter kebocoran vaskuler pada
DBD.
5.1 Kadar TGF-B1 monosit
Pada penelitian ini, kadar TGF-B1 produk monosit darah tepi yang distimulasi
dengan LPS, mengalami peningkatan pada pengamatan hari ke-2 bila dibandingkan
dengan pengamatan hari ke-0, walaupun secara statistik peningkatannya tidak
bermakna ( p = 0,09; Uji Wilcoxon). Karena jumlah sampel minimal dalam penelitian
ini dihitung menggunakan rumus uji korelasi untuk sampel tunggal, maka hasil uji
beda ini hanya sebagai wacana dan temuan awal saja. Kiranya masih perlu dilakukan
penelitian lain dengan sampel yang lebih besar sehingga nantinya dapat diambil
kesimpulan yang dapat diproyeksikan pada populasi. Penelitian kami hanya
membatasi pengukuran kadar TGF-B1 pada 2 hari pengamatan saja (hari ke-0 dan ke-
2), sehingga belum bisa menggambarkan kinetika TGF-B1 selama perjalanan
penyakit DBD sebaik penelitian Agarwal dkk, karena memang fokus penelitian ini
adalah untuk mengetahui kemungkinan pengaruh TGF-B1 terhadap kebocoran plasma
yang teoritis pada DBD terjadi dalam waktu yang singkat, yaitu antara 24-48 jam,
sehingga hanya diukur pada 2 hari pertama sejak diagnosa ditegakkan dimana

diperkirakan kebocoran plasma terjadi.
5.2 Korelasi TGF-B1 dengan parameter kebocoran vaskuler

Pada pengamatan hari ke-0, didapatkan korelasi negatif lemah antara TGF-B1
monosit dengan IEP (p=-0,31, p <0,05). Hal ini dapat dianggap sebagai temuan awal
yang mengindikasikan kemungkinan adanya efek protektif TGF-B1 pada kasus DBD.
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Kemungkinan adanya efek protektif ini sangat beralasan mengingat TGF-B1 dapat
berperan sebagai sitokin proinflamasi maupun anti-inflamasi. Sedangkan pada
pengamatan hari ke-2 ( hari sakit ke-6) kadar TGF-B1 produk monosit tidak
berberkorelasi dengan IEP dikarenakan kebocoran vaskuler pada hari sakit ke-6
sudah berhenti dan bahkan mungkin sudah mulai terjadi fase repooling awal, dimana
mulai terjadi pergeseran cairan dari ekstravaskuler kembali ke intravaskuler.
Kebocoran vaskuler pada DBD berlangsung singkat 24-48 jam.**

Pada penelitian ini didapatkan korelasi yang tidak bermakna antara TGF-B1
dengan hematokrit baik pada pengamatan hari ke-0 maupun dengan pengamatan hari
ke-2 , hal ini dikarenakan hematokrit merupakan parameter kebocoran vaskuler yang
kurang sensitif , sangat dipengaruhi oleh pemberian cairan dan mungkin diasumsikan
bahwa kenaikan kadar TGF-f1 turut memberi andil memperbaiki kebocoran vaskuler
sehingga plasma tidak terus menerus keluar, bahkan kembali masuk lagi ke

intravaskuler karena kebocoran vaskuler sudah mengalami perbaikan.

TGF-B1 produk monosit darah tepi tidak berkorelasi dengan kadar protein total
dan albumin baik pada pengamatan hari ke-0 maupun pada hari pengamatan ke-2,
hal ini mungkin dapat diasumsikan bahwa TGF-B1 turut memberi andil memperbaiki
kebocoran vaskuler sehingga protein total dan albumin tidak terus menerus keluar,
bahkan kembali masuk lagi ke intravaskuler karena kebocoran vaskuler sudah
mengalami perbaikan pada fase repooling, Sehingga didapatkan kadar protein total

dan albumin yang meningkat pada pengamatan hari ke-2.

Penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya tentang endotoksemia pada DBD

mendapatkan bahwa pada penderita DBD tanpa syok telah terdeteksi adanya
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lipopolisakarida (LPS) dalam sirkulasi. Endotoksemia terjadi pada 75% penderita
SSD dan 50% DBD tanpa syok.” LPS akan berikatan dengan CDI14 dan

1% Penelitian yang

menstimulasi monosit/makrofag untuk mensekresi TGF-f
dilakukan oleh Kenichi dkk,” membuktikan bahwa TGF-pl menghambat ekspresi
reseptor CD-14 pada permukaan monosit/makrofag melalui inhibisi activation
protein-1 (AP-1). Hambatan ekspresi reseptor CD-14 ini diikuti oleh penurunan kadar
IL-1B dan TNF-a yang merupakan sitokin proinflamasi. Keadaan seperti ini
diasumsikan juga terjadi pada DBD, dimana TGF-f1 akan menghambat ekspresi
reseptor CD14 pada permukaan monosit/makrofag, sehingga LPS tidak dapat
berikatan dengan reseptor CDI14 pada permukaan monosit/makrofag dan
mengakibatkan terjadinya penurunan sekresi sitokin  proinflamasi oleh
monosit/makrofag. Peran TGF-B1 produk monosit darah tepi sebagai protektif
terhadap DBD pada penelitian ini merupakan temuan awal , dimana diperlukan
penelitian lebih lanjut untuk mengukur reseptor CDI14 pada permukaan
monosit/makrofag yang diasumsikan jumlahnya menurun karena pengaruh TGF- B1.

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah kita tidak dapat mengendalikan faktor
yang mengaktifkan TGF-B1 seperti acidic microenvironment, plasmin , plasmin-like
protease dan a2-macroglobulin yang membuat TGF-B1 tidak aktif. Sedangkan untuk

melihat kinetik dari TGF-B1 serta korelasinya, tidak dilakukan pemeriksaan pada hari

ke-7 (hari ke-9 sakit), dimana pada hari ini merupakan puncak kadar TGF-f1.
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BAB 6

SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Simpulan

a. Terdapat korelasi negatif bermakna kadar TGF-B1 produk monosit darah
tepi dengan IEP pada hari pengamatan ke-0

b. Tidak terdapat korelasi bermakna antara kadar TGF-B1 produk monosit
darah tepi dengan IEP pada pengamatan hari ke-2.

c. Tidak terdapat korelasi bermakna antara kadar TGF-B1 produk monosit
darah tepi dengan protein total, albumin dan hematokrit pada hari
pengamatan ke-0 dan hari pengamatan ke-2

6.2 Saran

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang korelasi TGF-B1 monosit
darah tepi dengan reseptor CD14 untuk melihat pengaruh inhibisi TGF-B1

monosit terhadap ekspresi reseptor CD14 pada penderita infeksi dengue.

. Pemeriksaan hari ke-0 mewakili fase awal terjadinya kebocoran vaskuler,

hari ke-2 mewakili fase awal repooling, maka pada penelitian lanjutan
sebaiknya juga dilakukan pemeriksaan pada hari ke-7 (sesuai hari sakit ke-
9) untuk mewakili fase penyembuhan, agar didapatkan gambaran kinetik

TGF-B1 plasma pada DBD yang jauh lebih baik.
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3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut cut of point kadar TGF-1 monosit

yang berperan sebagai antiinflamasi dan proinflamasi.
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