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ABSTRACT

Background. The main pathophysiology of DHF is increased capillary permeability,
and hemostasis. Immune responses during dengue virus infection involving various
cytokines. Transforming growth factor beta 1 is a cytokine that suggested taking apart
in pathogenesis of DHF. Levels of immunoglobulin E increase in DHF.

Purpose. To determine the correlation between TGF-f1 and Immunoglobulin E in
DHF day- 0 and day- 2

Research Methods. This was an observational prospective studies. The sample were
patients aged 3-14 years by the 1999 WHO criteria for DHF hospitalized in pediatric
wards or in the PICU RSUP Dr. Kariadi Semarang period July 2005 - July 2006. The
correlation test used to determine the correlation between TGF-B1 levels and Ig E
levels on day-0 and day-2

Results. Sixty two samples of 84 DHF patients could be analyzed. Mostly famales,
with means of age were 7.35 £ 2.47. Mostly secundary infection, means of TGF-p1
levels on day-2 (49364.72) were higher than day-0 (45062.92).Means IgE levels on
days-0 (686.18) were higher than day-2 (452.087). Correlation test between TGF-p1
levels with IgE levels on day 0 was (r=0.12;p=0.30) and day 2 (r=0.04;p=0.769).

Conclusion. There is no correlation between TGF-B1 levels and IgE levels on day-
0 and day-2.

Keywords. DHF, TGF-B1, Ig E.
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ABSTRAK

Latar Belakang. Patofisiologi DBD adalah peningkatan permeabilitas kapiler dan
hemostasis. Respons imun selama infeksi virus dengue melibatkan berbagai sitokin.
Transforming growth factor beta 1 adalah sitokin yang diduga berperan pada
patogenesis DBD. Imunoglobulin E plasma meningkat pada DBD.

Tujuan. Menilai korelasi antara kadar TGF-f1 plasma dengan Imunoglobulin E
plasma pada DBD hari perawatan ke-0 dan ke-2.

Metode Penelitian. Penelitian observasional prospektif. Sampel penelitian penderita
umur 3-14 tahun dengan DBD kriteria WHO 1999 yang dirawat di bangsal penyakit
anak atau di PICU RSUP Dr. Kariadi Semarang periode Juli 2005 — Juli 2006.
Pemeriksaan kadar TGF- B1 plasma dan Ig E plasma dilakukan hari pengamatan ke-0
dan ke-2. Data dianalisa dengan uji korelasi.

Hasil Penelitian. Ada 62 sampel dari 84 penderita DBD yang memenuhi Kkriteria
penelitian dan dapat dianalisa. Sebagian besar berjenis perempuan dengan rerata 7,35
+ 2,47. Mayoritas infeksi sekunder . Rerata kadar TGF-f1 hari ke-2 (49364,72) lebih
tinggi daripada hari ke-0 (45062,92). Rerata kadar IgE hari ke-0 (686,18) lebih tinggi
dibanding hari ke-2 (452,087). Uji korelasi antara TGF-B1 plasma dengan Ig E
plasma hari ke 0 adalah (r=0,12;p=0,30) dan hari ke 2 (r=0,04;p=0,769).

Kesimpulan. Tidak ada korelasi antara kadar TGF-B1 plasma dengan kadar Ig E
plasma pada pengamatan hari ke-0 dan hari ke-2.

Kata Kunci. DBD, TGF-p1, Ig E.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Infeksi virus dengue merupakan salah satu penyakit virus yang masih
merupakan masalah kesehatan masyarakat Indonesia. Penderita demam dengue
(DD) di seluruh dunia diasumsikan setiap tahun berjumlah 50-100 juta penderita,
sementara penderita demam berdarah dengue (DBD) berjumlah 250-500.000.%23
DBD telah merupakan penyakit endemik di lebih dari 100 negara di dunia. Sekitar
2,5-3 milyar orang (+ 2/5 penduduk dunia) secara konstan memiliki risiko untuk
terkena infeksi virus dengue, angka kejadian sindrom syok dengue (SSD) 11,2-
42,8% dari jumlah demam berdarah dengue (DBD) di berbagai rumah sakit di
Indonesia.** Perawatan penderita Sindrom Syok Dengue (SSD) di Pediatric
Intensive Care Unit ( PICU ) RSUP Dr. Kariadi yang berlanjut dengan kematian
pada tahun 1996 adalah 12% dan pada tahun 2004 adalah 10,8 %, namun
demikian angka ini menunjukkan bahwa masih tingginya kematian perawatan di
PICU.*°

Respons imun yang terjadi selama infeksi virus dengue melibatkan
berbagai sitokin, transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) adalah salah satu
sitokin yang diduga mempunyai peran pada patogenesis DBD.®’ Penelitian pada
79 anak dengan berbagai manifestasi klinis infeksi virus dengue didapatkan TGF-
1 dan mRNA TGF-B1 plasma terdeteksi pada hampir semua penderita infeksi

virus dengue (96%) dan tidak ditemukan pada kelompok kontrol sehat. Kadar



terendah TGF —B1 dijumpai pada penderita DD dan kadar tertinggi TGF-B1 pada
DBD derajat IV.° Kadar TGF-B1 plasma mulai terdeteksi pada awal perjalanan
penyakit ( sejak hari 1-4 panas) dan secara bertahap meningkat dan mencapai
kadar puncak pada hari ke 5-8.° Penelitian di Polinesia pada 52 anak yang
terinfeksi virus dengue mengatakan pada fase awal perawatan (hari ke 1-3
demam) ditemukan kadar TGF-B1 lebih tinggi pada DBD dibanding DD.’

Respons imun spesifik pada penderita infeksi virus termasuk infeksi
virus dengue pada respons imun humoral, pemeran utama dalam sistem imun
spesifik humoral adalah sel B, sel B yang dirangsang oleh benda asing akan
berproliferasi, berdifferensiasi dan berkembang menjadi plasma yang
memproduksi antibodi dan disebut reaksi antigen antibodi, antibodi yang
diproduksi adalah imunoglobulin, salah satunya adalah Ig E.****

Penelitian kadar imunoglobulin E (IgE) total pada penderita DBD
meningkat pada fase akut khususnya pada fase effervescence dimana pada
penderita dalam keadaan dengan manifestasi klinis yang berat.® Penelitian oleh
Migues-Burbano dkk tahun 1999 menunjukkan bahwa kadar Ig E total pada
pasien-pasien dengan riwayat infeksi virus dengue meningkat dibandingkan
dengan mereka yang tidak mempunyai riwayat infeksi virus dengue.® Pada infeksi
virus dengue terjadi peningkatan yang signifikan kadar Ig E total yang terbukti
juga bahwa peningkatan tersebut sesuai dengan tingkat derajat infeksi virus
demam berdarah dengue.’

Penelitian diluar infeksi virus dengue menemukan produksi kadar Ig E

dipengaruhi beberapa hal salah satunya adalah dikendalikan oleh sitokin regulator,



sitokin regulator yang diduga berpengaruh pada infeksi virus dengue adalah
TGF-B1.* Penelitian di luar dengue menunjukkan produksi IgE ditekan oleh
TGF-p secara tidak langsung melalui tekanan produksi terhadap IL-4 oleh TGF-
B. Pada penelitian yang lain kadar IgE dapat digunakan sebagai petanda
prognostik tambahan dalam perkembangan dari komplikasi yang berat dalam
infeksi virus dengue.**®

Apakah ada korelasi antara produksi IgE total dengan TGF-f1 plasma
pada penderita demam berdarah dengue (DBD) belum pernah dibuktikan.
Penelitian tentang korelasi antara TGF B-1 yang merupakan salah satu sitokin
regulator yang diduga merupakan sitokin yang berperan pada infeksi virus dengue
dengan kadar Ig E plasma darah pada penderita DBD merupakan hal yang akan
coba kami teliti.

Pemeriksaan kadar TGF-B1 plasma dan kadar Ig E plasma akan
dilakukan pada pengamatan hari 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 pengamatan hari 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-O dan ke-2 adalah karena rata-rata
penderita masuk pada saat demam hari ke-4 yang merupakan masa kritis saat
terjadinya kebocoran vaskuler dan mulai terjadinya peningkatan kadar TGF-f1
dan terjadi peningkatan Ig E pada fase akut®'* Pertimbangan lain karena

kebocoran vaskuler pada DBD berlangsung sangat singkat yaitu dalam 24-48 jam



saja. Umur antara 3-14 tahun dipilih karena penelitian ini terbatas pada kasus
DBD anak-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.

1.2. Perumusan Masalah
Apakah terdapat Kkorelasi antara kadar TGF-B1 plasma dengan kadar

Imunoglobulin E plasma pada penderita Demam Berdarah Dengue (DBD)?

1.3.Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Membuktikan adanya korelasi antara kadar TGF 1 plasma dengan kadar
Ig E plasma pada penderita DBD
1.3.2. Tujuan Khusus
a. Mendiskripsikan kadar TGF B1 plasma dan kadar Ig E plasma penderita
DBD pada hari pengamatan ke 0 dan 2
b. Menganalisis korelasi kadar TGF B1 plasma dengan kadar Ig E plasma

penderita DBD pada hari pengamatan ke 0 dan 2

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1 Iptek
Dapat memberikan sumbangan pengetahuan tentang

imunopatogenesis pada DBD



1.4.2 Pelayanan
Meningkatkan pelayanan pengelolaan DBD dan menurunkan angka
kematian penderita DBD di masa yang akan datang.
1.5. Originalitas Penelitian
Belum ada penelitian yang membuktikan adanya korelasi antara kadar

TGF-B1 plasma dengan kadar Immunoglobulin E plasma pada penderita DBD.

Tabel 1. Matriks penelitian-penelitian sebelumnya

Peneliti Judul Variabel  Hasil

Laur dkk Plasma levels of TNF a and TNF-a, Kadar TNF-a [Jpada DBD

1998 TGF 1 in children with TGF-B1 dan DD tidak berbeda
dengue 2 virus infection in bermakna, kadar TGF-p1
French Polynesia lebih tinggi pada DBD

dibanding DD.’

Agarwal dkk  Profile of TGF /1 in patients TGF-B1, Kadar TGF-B1 dan mRNA
1999 with dengue hemorrhagic fever mMRNA- TGF-B1 ditemukan pada
TGF-p1 96% pasien, paling tinggi
pada DBD derajad IV.°

Migues- Total Ig E levels and dengue Ig Etotal  Peningkatan kadar Ig E
Burbano Mi infection on San Andres Island, selama tahap akut
dkk, 1999 Colombia berkorelasi dengan

keparahan infeksi dengue.’

Karoka dkk  Elevated levels of total and
. e Ig E total o
2003 dengue virus-specific Kadar Ig E total yang tinggi
immunoglobulin E in patients pada fase akut pada DBD."

with varying disease severe




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Patogenesis Infeksi Virus Demam Berdarah Dengue (DBD)

2.1.1. Patogenesis Infeksi Demam Berdarah Dengue
Mekanisme patogenesis DBD maupun SSD sampai saat ini masih
merupakan masalah kontroversial, terdapat dua teori yang sering dianut pada
DBD dan SSD vyaitu:*
1. Teori virulensi virus, dimana virus dengue mempunyai sifat tertentu yaitu
seseorang akan terkena infeksi virus dengue dan menjadi sakit kalau jumlah
dan virulensi virus cukup kuat untuk mengalahkan pertahanan tubuh.
2. Teori imunopatologi, dimana manusia yang terinfeksi mengalami suatu
proses imunologi yang berakibat kebocoran plasma, perdarahan dan pelbagai
manifestasi klinis.
Teori — teori yang lain merupakan campuran dari kedua teori tersebut.
Pada teori hipotesis infeksi sekunder menyebutkan bahwa penderita yang
mengalami infeksi yang kedua kalinya dengan serotipe virus dengue yang
heterolog, mempunyai risiko yang lebih besar untuk menderita DBD atau SSD.
Antibodi reinfeksi yang berasal dari serotipe lain tersebut dikenal sebagai
antibody dependent enchancement (ADE) yaitu proses yang meningkatkan infeksi
dan replikasi virus dengue didalam sel mononuklear.'®*® Beberapa teori lain

mengenai patogenesis DBD adalah teori antigen antibodi, mediator, apoptosis,



peran endotoksin dan endotel. Pada teori endotel, dikemukakan bahwa pada
endotel terdapat bermacam reseptor, disamping dapat mengeluarkan bahan
vasoaktif kuat dan bila terdapat gangguan pada endotel maka akan menyebabkan
terjadinya aktivasi koagulasi.*®*’

Patofisiologi yang menentukan derajat penyakit dan yang membedakan
antara demam berdarah dengue dengan demam dengue adalah adanya peningkatan
permeabilitas  kapiler, penurunan volume plasma, terjadinya hipotensi,
trombositopeni serta diatesis hemoragik yang terjadi pada demam berdarah
dengue.’®?* Pada kasus berat, syok terjadi secara akut, nilai hematokrit meningkat
bersamaan dengan menghilangnya plasma melalui endotel dinding pembuluh
darah. Meningginya hematokrit pada kasus syok menimbulkan dugaan bahwa
syok terjadi sebagai akibat kebocoran plasma ke daerah ekstra vaskuler melalui
kapiler yang tergangggu.'’?°

2.1.2. Mekanisme Imun pada DBD

Respons tubuh untuk mengeliminasi antigen merupakan kejadian yang
kompleks disebut respons imun. Respons imun non spesifik penderita DBD yang
berperan penting antara lain adalah sel fagosit dan komplemen. Respons imun
spesifik meliputi dua: respons imun humoral dan seluler. Respons imun humoral
yang paling berperan adalah Ig G dan Ig M yang bekerjasama dengan respons

imun non spesifik membentuk antibody dependent cell-mediated cytotoxicity

(ADCC) .17,20,21



2.2. Transforming Growth Factor - Beta 1 (TGF-$ 1)

TGF-p1 merupakan suatu sitokin polipeptida multifungsi yang
disekresikan oleh berbagai macam sel dalam tubuh termasuk makrofag, monosit,
limfosit dan lain-lain.? Sitokin merupakan sekelompok protein dan peptida yang
digunakan organisme sebagai senyawa pembawa sinyal (mirip dengan hormon
atau neurotransmiter) yang memungkinkan sel berkomunikasi satu dengan yang
lain."* TGF-B1 diproduksi oleh limfosit, makrofag, dan sel-sel dendritik. TGF-B1
dapat berperan sebagai sitokin proinflamasi maupun sitokin antiinflamasi
tergantung pada konsentrasinya.®?>*® Adapun kadar normalnya adalah 27.300
pg/ml.?*

TGF-p1 memiliki berbagai efek terhadap sel target dan jaringan:
menghambat proliferasi sel T dan sel B, menjadi antagonis sitokin-sitokin
proinflamasi seperti TNF-a dan IFN-y, memblokade aktivitas CTL (cytotoxic T
lymphocyte) dan menghambat induksi terhadap reseptor IL-1 dan IL-2 sehingga
sel-sel tidak responsif terhadap sitokin-sitokin ini. In vivo, TGF-B1 menghambat
produksi molekul adhesi sel T dan netrofil pada sel-sel endothelial, menghambat

aktivasi makrofag dan mengatur ekspresi MHC kelas 11 pada makrofag.®?®

2.2.1. Peran TGF-B1 pada Patogenesis DBD

Pada infeksi virus dengue didapatkan gambaran khas yang terjadi pada
DBD yaitu terjadinya kebocoran vaskular.'® Penelitian - penelitian yang telah
dilakukan menerangkan patogenesis terjadinya kebocoran plasma pada penderita

DBD masih terus diperdebatkan, kebocoran vaskular plasma terutama disebabkan



perubahan permeabilitas dinding pembuluh darah.’® TGF -1 adalah salah satu
sitokin yang diduga mempunyai peran pada patogenesis DBD. Dalam kaskade
sitokin pada DBD yang diajukan Chaturvedi dkk, dikatakan adanya pergeseran
respons sel T, dimana respons Th; terjadi pada kasus-kasus DBD yang ringan
sementara respons Th, dianggap bertanggungjawab terhadap kasus-kasus yang

DBD berat.*°

Pergeseran respons ini diatur oleh perubahan kadar relatif IFN-y dan IL-10
dan antara TGF-p1 dengan IL-12."%'® Hal ini diperkuat oleh kepustakaan lain
yang mengatakan bahwa kadar TGF-f1 (suatu inhibitor sitokin-sitokin tipe Th;
dan pemicu sitokin-sitokin tipe Thy) berhubungan dengan keparahan penyakit dan
berbanding terbalik dengan kadar IL-12. TGF-B1 merupakan regulator negatif sel-
sel Thy, dimana ia menghambat aktifasi antigen-spesifik dan sekresi sitokin oleh
sel-sel Th;. Sementara sel-sel Th, bukan merupakan subjek supresi dari TGF-pB1.
Sekresi sitokin-sitokin sel-sel Th, menyebabkan peningkatan permeabilitas
vaskuler. Hal ini menjelaskan bahwa respons Th, predominan pada DBD atau
SSD, sementara respons Th; sepertinya mencegah terjadinya kasus infeksi yang

berat.®1023

TGF B-1 juga mampu mengaktifkan sistem komplemen dan menginduksi
ekspresi molekul adhesi seperti ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1).%°%
Ekspresi ICAM-1 bersama dengan IL-8 dan RANTES ( regulated and activation
T cell excretion and secretion) akan meningkatkan adhesi sel-sel polimorfonuklear

dan sel-sel mononuklear yang selanjutnya akan menyebabkan meningkatnya



permeabilitas pembuluh darah dan pelepasan trombomodulin, yang merupakan

petanda dari kerusakan sel-sel endotel.>®*>?’

CD4™ T cells

M@ M

) (NO+0O2=peroxynitrite) >

Free radicals
DV____,

A S
I [
K \‘ IL-5
K IFN-y ’;‘ % IL-6
w12 L AL TR TNF-at IL-2 % IL-10
IL-8 TNF-B \‘ IL-13
IL-18 IL-1
DF
Increased v
Cell Apoptosis Vascular
(mast cells/basophil,etc) ——p Histamine —p Permeability —l DHE
—— meningkatkan ===aap Mmenghambat — damaging effect

Gambar 1. Sitokin network pada DBD.

Sumber: Chaturverdi, Elbishbishi, Agarwal et al.*°
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Ekspresi ICAM-1 pada endotel akibat induksi IL-6 ternyata dihambat oleh
TGF-B1. IL-6 yang dihasilkan oleh makrofag dan sel-sel endotel tersebut
kadarnya secara bermakna ditemukan lebih tinggi pada penderita SSD (DBD
derajat 3 dan 4) dan berperan dalam meningkatkan permeabilitas sel endotel.**%%’
Selain ICAM-1 molekul adhesi lain yaitu kadar sVCAM-1 (soluble vascular cell
adhesion molecule-1) plasma, secara bermakna ditemukan lebih tinggi pada DBD
terutama pada DBD derajat berat, terutama saat fase akut dibanding pada fase
penyembuhan. Diduga bahwa peningkatan kadar sVCAM-1 ini merefleksikan
adanya aktivasi sel-sel endotel yang terjadi selama infeksi virus dengue, yang
diperkirakan melalui mekanisme yang secara tidak langsung sebagian diperantarai
oleh peningkatan produksi TGF-p1.%*?" Dugaan ini diperkuat dengan sebuah
penelitian in vitro dimana pemberian TGF-B1 dapat meningkatkan baik ekspresi
ICAM-1 maupun sVCAM-1 yang diinduksi oleh lipopolisakarida (LPS), namun
bila TGF-B1 dan LPS diberikan bersamaan, ia akan meningkatkan ekspresi
ICAM-1 dan menurunkan ekspresi sVCAM-1.%

Infeksi virus dengue membentuk kompleks antigen-antibodi yang
mengaktifasi C3 dan C5 dan melepaskan C3a dan Cba yang merupakan
anafilatoksin yang meningkatkan permebilitas vaskular. Aktivasi komplemen,
induksi kemokin dan apoptosis mungkin merupakan sebab utama kebocoran

vaskular yang terjadi dalam waktu yang singkat pada DBD dan SSD. ?°
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2.3. Imunoglobulin E (Ig E)

Ig E adalah suatu jenis antibodi yang ditemukan pada serum dengan kadar
rendah, biasanya ditemukan pada penyakit alergi dan penyakit atopi, disebut juga
antibodi reaginik dan merupakan imunoglobulin dengan jumlah paling sedikit
pada serum normal ( sekitar 0.004% ) tapi pada reaksi alergi dapat terjadi
peningkatan yang sangat tinggi. Produksi dari Ig E tergantung dari sel Thy, sel Th,
memproduksi IL-4 yang menginduksi sel limfosit B untuk pengalihan ke produksi
IgE. Kadar IgE total normal kurang dari 75 ng/ml.*

Peningkatan IgE dikenal pada reaksi-reaksi alergi atau infeksi parasit dan
diklasifikasikan sebagai respons Th, pada individu yang cenderung untuk alergi,
paparan terhadap beberapa antigen menyebabkan aktivasi sel Th, dan produksi Ig
E. peningkatan aktivasi Th, dan peningkatan produksi IgE dan respons spesifik
IgE terhadap infeksi virus telah dilaporkan secara meningkat tahun-tahun
sebelumnya.Interleukin (IL)-4 dan IL-13 yaitu sebagian dari sitokin yang
disekresi oleh sel Th , akan menstimulasi limfosit B yang spesifik terhadap
antigen asing untuk berdiferensiasi menjadi sel plasma yang memproduksi Ig E.
11,43

IL-4 menginduksi Ig M switching ke Ig E, konsentrasi Ig E serum pada
pasien tergantung pada reaksi alergi dan jumlah dari berbagai alergen pemicu.
Individu normal yang tidak mengalami alergi mempunyai konsentrasi Ig E yang
meningkat selama masa anak-anak dan mencapai level tertinggi pada usia 15-20

th sampai usia 60 th kemudian menurun.*#*3
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Makrofag atau sel dendrit akan berespons terhadap adanya antigen atau
alergen dengan cara menangkap antigen atau alergen tersebut, respons makrofag
atau sel dendrit akan terjadi kompleks antibodi yang diekspresikan oleh MHC 11
yang kemudian dikenali oleh Th, yang akan memodulasi Th, untuk memproduksi
IL-4 dan IL-13 yang secara langsung mempengaruhi sel B limfosit untuk

memproduksi Ig E, proses ini dipengaruhi oleh sitokin-sitokin salah satunya

Gambar 2. Regulasi Ig E. Sumber: Wu CY, Wahl SM et al.*
adalah TGF B dimana TGF B mempunyai peran menckan produksi Ig E, dari
gambar TGF-p merupakan salah satu yang menghambat proliferasi sel B yang
distimulasi IL-4 dan IL-13, walaupun demikian pengaruh TGF-f tergantung pada
signal kostimulator sel B yang diperlukan bersama IL-4 untuk menginduksi

sintesis IgE.30%"38
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2.4. I1gE pada Infeksi Virus Dengue

Koraka dkk menunjukkan bahwa terjadi peningkatan kadar antibodi serum
IgE total dan IgE spesifik-virus dengue dalam fase akut dari penyakit dengue,
sehingga pengukuran antibodi serum IgE total dan IgE spesifik virus dengue
dapat digunakan sebagai pertanda prognostik dalam perkembangan dari
komplikasi yang berat dalam infeksi virus dengue.’**” Adanya peningkatan
antibodi serum IgE spesifik-virus dengue pada pasien-pasien dengan infeksi virus
dengue diduga merupakan peran pada patogenesis dengue, dimana IgE berperan
dalam gangguan hemostasis pada demam berdarah dengue dan sindroma syok
dengue. Kadar IgE total pada pasien-pasien dengan riwayat infeksi virus dengue
juga meningkat dibandingkan dengan mereka yang tidak mempunyai riwayat
infeksi virus dengue.®’

Penelitian di Kolumbia menunjukkan kadar Ig E total penderita infeksi
virus dengue baik primer maupun sekunder terjadi peningkatan secara bermakna
kadar IgE total serum penderita dibanding yang belum pernah terpapar virus
dengue.® Kadar serum IgE total secara bermakna lebih tinggi pada DBD dan atau
SSD dibanding DD atau penderita bukan dengue. Kadar serum IgE total penderita
infeksi dengue sekunder tidak berbeda secara bermakna dibanding
infeksi primer °*°. Pengamatan pada fase defervescence penderita infeksi dengue
dari berbagai derajat berat manifestasi klinis menunjukkan bahwa kadar IgE

plasma secara bermakna lebih tinggi dibanding kontrol sehat.”
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2.5. Hubungan TGF- 1 dan Ig E pada Demam Berdarah Dengue

Penelitian membuktikan bahwa respons imun berpengaruh pada derajat
berat manifestasi klinis infeksi virus dengue pada penderita DBD terutama pada
fase defervescence yang merupakan fase terjadinya kebocoran vaskuler pada DBD
menunjukkan bahwa kadar IgE plasma secara bermakna lebih tinggi dibanding
kontrol sehat, anak dengan DBD mempunyai IgE yang lebih tinggi dibanding
dengan anak sehat.”*

Kaskade sitokin pada DBD yang diajukan Chaturvedi dkk mengatakan ada
pergeseran respons sel T, dimana respons Th; terjadi pada kasus-kasus DBD yang

ringan sementara respons Th, dianggap bertanggungjawab terhadap kasus-kasus

yang DBD berat.*

Infeksi virus dengue menginduksi produksi interleukin 4 (IL-4) yang
terlibat dalam proses sintesis IgE pada manusia.®®** Hambatan produksi IgE oleh
TGF-p terjadi secara tidak langsung melalui tekanan produksi IL-4 oleh TGF-p.
IL-4 merupakan sitokin yang dihasilkan oleh Th, yang bekerja pada class
switching dari IgM menjadi IgE. **** Koraka dkk mengatakan bahwa peningkatan
kadar antibodi serum IgE mungkin berhubungan dengan beratnya penyakit virus
dengue.’® Implikasi dari IgE pada kenaikan permeabilitas vaskuler yang sering
terjadi pada infeksi virus dengue, akan meningkatkan sitokin-sitokin pro
inflamasi, seperti IL-1p dan TNF yang dipicu oleh IgE. Kedua sitokin tersebut
diproduksi selama infeksi virus dengue.*®*°

Penelitian di luar dengue menunjukkan bahwa IgE produksinya dapat

dihambat oleh TGF-B dosis tinggi karena TGF-B mempunyai peran sebagai
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regulator produksi IgE. Beberapa penelitian di luar infeksi dengue menunjukkan
dugaan pengaruh negatif TGF-B terhadap produksi IgE. Penelitian lain
menunjukkan bahwa disamping TGF-B, pengaruh negatif juga dipunyai oleh
sitokin lain seperti I1L-10, IFN-o dan IFN-y.***4% Ada beberapa mekanisme yang
digunakan TGF-B dalam menekan produksi IgE. Secara in vitro TGF-p
menghambat dengan kuat proliferasi sel B dan sekresi Ig dari sel B manusia.®**°
TGF-p menghambat sel B untuk memproduksi IgE. Penelitian menunjukkan

bahwa hambatan proliferasi sel B produsen IgE ini tidak terjadi secara langsung

akibat paparan TGF-p, melainkan diduga akibat terjadinya penurunan IL-4.3%%
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BAB 3

KERANGKA TEORI KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

STATUS GlIzI
SEPSIS
RIWAYAT ATOPI
PENYAKIT KECACINGAN

VIRUS DBD
DENGUE
> Jumlah > CDh4
Makrofag
| |
Thy Th,
IL1,2,8 '
1L12,18 g l
TNF- o Kadar
TGF-81 Kadar
IL 12
IFNy
Limfosit B
A\ 4
P Kadar
A IL4
IL13
Kadar :tg
IgE IL10
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3.2. Kerangka Konsep

N Kadar
Kadar TGF-8-1 Imunoglobulin E

3.3 Hipotesis
Terdapat korelasi antara kadar TGF- 1 plasma dengan kadar Ig E plasma
pada penderita DBD pada hari pengamatan ke-0 dan ke-2
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1. Ruang Lingkup Penelitian :
Ruang lingkup penelitian ini adalah Bagian IImu Kesehatan Anak
RSUP Dr.Karyadi / FK UNDIP Semarang khususnya sub bagian penyakit
infeksi.
4.2. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di PICU, HND dan Ruang Perawatan IRNA C
(Infeksi) RSUP. Dr. Kariadi, Semarang, Jawa Tengah. Pengumpulan data
sudah dilakukan pada bulan Juli 2005 — Juli 2006. Pengukuran kadar TGF-

B1 plasma dan Ig E dilakukan di laboratorium CEBIOR FK UNDIP.

4.3. Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian observasional analitik yang

bersifat longitudinal prospektif.

4.4. Populasi dan Sampel Penelitian

4.4.1. Populasi Target

Populasi target adalah anak dengan demam berdarah dengue (DBD)
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4.4.2 Populasi Terjangkau
Populasi terjangkau adalah anak dengan demam berdarah dengue
yang pada periode peneltian dirawat di bangsal IRNA C, bangsal
HND/C1L1 dan PICU RSUP Dr. Kariadi.
4.4.3 Sampel Penelitian
Sampel adalah anak dengan demam berdarah dengue (DBD) yang
dirawat di bangsal IRNA C, bangsal HND/C1L1 dan PICU RS Dr.
Kariadi yang memenuhi kriteria sebagai berikut:
4.4.3.1. Kriteria Inklusi
a. Umur 3 — 14 tahun.
b. Diagnosis ditegakkan atas dasar kriteria WHO (tahun 1999)
c. Orang tua atau wali yang bersedia diikutsertakan dalam penelitian.
4.4.3.2. Kriteria Eksklusi
a. Status gizi buruk.
b. Mengalami sepsis
c. Penderita dengan riwayat atopi dan penyakit kecacingan
d. Pasien yang tidak mengikuti penelitian sampai selesai.

4.5. Besar Sampel

Sesuai dengan tujuan penelitian besar sampel minimal dihitung dengan
menggunakan rumus besar sampel untuk koefisien korelasi. Korelasi antara
TGF B1 dengan IgE belum pernah diteliti sebelumnya, oleh karena itu besar
koefisien korelasi antara TGF B1 dengan IgE plasma ditetapkan sebesar 0,5.

Besarnya kesalahan tipe | ditetapkan sebesar 5% (a=0,05). Kesalahan tipe 11
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ditetapkan sebesar 10% (Bp=0,1) untuk memperoleh kekuatan penelitian
sebesar 90%. Berdasarkan tabel statistik diperoleh nilai Za. untuk «=0,05
adalah 1,96, sedangkan Zf untuk B=0,2 adalah 1,282. Perhitungan besar

sampel adalah sebagai berikut:

2 2

N Zo+Zp L3 1,96 + 0,842 .3_138

0,5|n(1”] 0.5in 192
1-r 1-05

Berdasarkan perhitungan tersebut, maka jumlah sampel minimal yang

diperlukan adalah 38 orang.

4.6. Variabel Penelitian

4.6.1. Variabel bebas

Kadar TGF B1 plasma. Skala rasio

4.6.2. Variabel tergantung:

Kadar Ig E plasma. Skala rasio
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4.7. Definisi Operasional

No. Variabel Definisi operasional Skala

1. Kadar TGF pB-1 Kadar TGF B-1 plasma adalah kadar TGF B-1 rasio

yang diperiksa dari plasma darah vena penderita
DBD yang diambil pada hari ke- 0 dan 2,
diperiksa dengan metode ELISA.

Satuan : pg/ml

2. Kadar Ig E Kadar Ig E plasma adalah kadar Ig E yang rasio
diperiksa dari plasma darah vena penderita DBD
yang diambil pada hari ke 0 dan 2, diperiksa
dengan metode ELISA

Satuan: lU/ml

4.8. Bahan dan Cara Kerja Penelitian
a. Data penderita seperti nama, umur, jenis kelamin, riwayat penyakit serta
pemeriksaan fisik serta pemeriksaan laboratorium dilakukan saat pasien
masuk. Hasil pemeriksaan digunakan untuk menentukan derajat klinis
dengue. Pemeriksaan serologi dengan MRL ELISA (product code EL 1500
M) indirex untuk deteksi antibody IgG dan IgM. Hasil pemeriksaan serologi
dinyatakan positif dengue, bila titer IgM > 1,0 atau IgG > 1,0. Infeksi primer
bila rasio IgM terhadap 19gG > 1 dan Infeksi sekunder bila rasio IgM terhadap

IgG < |. Data pasien akan dicatat pada data yang disediakan untuk penelitian.
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b. Sampel darah vena diambil pada hari ke 0 dan 2 (saat masuk atau tegak
diagnosa) untuk mengukur kadar TGF B1 dan IgE plasma. Pemeriksaan
dilakukan di laboratorium CEBIOR Fakultas Kedokteran UNDIP.

c. TGF-B1 diperiksa dengan metode ELISA, dibaca dengan alat micro plate
reader kemudian didapatkan hasil optical density (OD). Nilai OD selanjutnya
digunakan untuk menghitung kadar TGF 1 berdasarkan kurva standar.

d. Ig E diperiksa dengan metode ELISA, dibaca dengan alat micro plate reader
kemudian didapatkan hasil OD. Nilai OD selanjutnya digunakan untuk

menghitung kadar IgE berdasarkan kurva standar.
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4.9. Analisis Data

Pada data yang terkumpul telah dilakukan pemeriksaan kelengkapan dan
keakuratan data. Data selanjutnya diberi kode dan ditabulasi dan dimasukkan
kedalam komputer.

Pada analisis univariat data yang berskala kategorial seperti jenis kelamin
penderita, derajat Klinis dengue dan sebagainya dinyatakan sebagai distribusi
frekuensi dan persentase. Data yang berskala rasio seperti umur penderita, kadar
TGF-B1, kadar IgE plasma dan sebagainya dinyatakan sebagai rerata dan simpang
baku (SB). Normalitas data TGF-B1 dan IgE diuji dengan uji Kolmogorov-
Smirnov. Hasil analisis merupakan data yang berdistribusi tidak normal.

Pada analisis bivariat oleh karena data berdistribusi tidak normal maka
analisis menggunakan uji korelasi Spearman. Korelasi dikatakan bermakna

apabilap <0,05.
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4.10. Alur Kerja Penelitian

Penderita DBD yang dirawat
(WHO 1999 + Serologis)

Kriteria Inklusi

A 4

Kriteria Eksklusi

PENGAMBILAN SAMPEL PENELITIAN

Hari ke-0

TG

FR-1

Hari ke-2

TG

FR-1

A

4

Anali

sis data

A

4

Laporan Penelitian
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4.11. Etika penelitian

Penelitian ini adalah bagian penelitian payung 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. Penelitian ini dilakukan setelah dikeluarkannya
ethical clearance yang dikeluarkan oleh Komite Etika Medik Fakultas Kedokteran
Universitas Diponegoro dan RSUP. Dr. Kariadi Semarang untuk penelitian diatas,
persetujuan untuk diikutsertakan dalam penelitian dimintakan dari orangtua

penderita secara tertulis dengan menggunakan informed consent.
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

5.1. Karakteristik Subyek Penelitian

Penelitian ini menggunakan data penderita DBD yang menjadi bagian
penelitian Kohort demam berdarah dengue Indonesia Belanda di RSUP
dr. Kariadi yang dilaksanakan bulan Juli 2005 sampai dengan Juni 2006. Selama
bulan Juli 2005 sampai dengan Juni 2006 didapat sebanyak 84 pasien suspek
DBD, dimana 17 pasien kemudian dieksklusi karena mengalami sepsis dan
adanya riwayat atopi, 5 pasien tidak terbukti menderita DBD melainkan hanya
demam dengue. Hanya 62 sampel dengan hasil pemeriksaan laboratorium TGF 1
lengkap yang dapat dianalisis. Jumlah tersebut sudah melebihi jumlah sampel
minimal yang diperlukan yaitu 38 sampel.

Karakteristik subyek penelitian ditampilkan pada tabel 2.

Tabel . 2. Karakteristik subyek penelitian (n=62)

Karakteristik Rerata + SB n (%)
Umur 7,35 £ 2,47 -
Jenis kelamin - -
- Laki-laki - 16 (25,8%)
- Perempuan - 46 (74,2%)
Berat badan (kg) 23,92+ 15,62 -
Tinggi badan (cm) 118,68 + 15,44 -

Semua subyek penelitian adalah suku bangsa Jawa, rata-rata berusia 7,35

tahun (3,0-13,5 tahun), sebagian besar subyek penelitian adalah perempuan
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(74,2%) dibandingkan laki-laki (25,8%). Seluruh subyek penelitian tergolong
status gizi baik, tidak ada penderita DBD dengan gizi buruk.

Jenis infeksi virus dengue ditampilkan pada tabel 3.

Tabel. 3. Jenis infeksi virus dengue

Jenis infeksi n (%)
Infeksi primer 4 (6,5%)
Infeksi sekunder 58 (93,5%)

Tabel 3 menunjukkan perbandingan penderita infeksi DBD berdasarkan
pemeriksaan serologi IgG dan IgM sebagian besar kasus termasuk infeksi
sekunder (93,5%).

Sebagian besar (76,6%) sudah pernah mendapat obat turun panas
(parasetamol) sebelum masuk dirawat, bahkan 17,4% sudah pernah mendapatkan

terapi antibiotik sebelumnya seperti dicantumkan pada tabel 4.

Tabel. 4. Obat-obat yang sudah diminum saat masuk dirawat

Antibiotik, n (%) 10 (17,4)
Steroid, n (%) 2 (3,4)
Parasetamol, n (%) 45 (76,8)
Antasida, n (%) 4 (6,8)
H2 Blocker, n (%) 1(1,7)

5.2. Kadar TGF-B1 Plasma
Hasil pengukuran produksi TGF-f1 yang diambil pada hari pengamatan

ke-0 dijumpai rerata 45062,9 (simpang baku = 9451,27) pg/ml. Sedangkan

28



produksi TGF-B1 yang diambil pada pengamatan hari ke-2 rerata adalah
49364,7 (simpang baku = 39054,20) pg/ml. Delta penurunan TGF-$ adalah -
3960,00 (-27524,95 - 12552,25). Hasil uji statistik menunjukkan penurunan
kadar TGF-B1 tersebut tersebut adalah tidak bermakna (p=0,5).

Tabel 5. Perbedaan kadar TGF-B1 serum subyek penelitian pada
hari ke-0 dan ke-2 (n=62)

Hari ke-
Parameter 0 2
TGF-B1 (pg/ml)
Rerata 45062,92 49364,72
Simpang Baku 9451,2 39054,20

5.3 Kadar IgE Plasma

Hasil pengukuran IgE yang diambil pada hari pengamatan ke-0, rerata
adalah 686,1 (simpang baku = 1962,66) pg/ml. Sedangkan pengukuran IgE yang
diambil pada pengamatan hari ke-2, rerata adalah 452,1 (simpang baku = 454,92)
pg/ml ditunjukkan pada tabel 6. Delta peningkatan IgE 0,06 (-103,30-74,49).
Hasil uji statistik menunjukkan peningkatan kadar IgE tersebut tersebut adalah

tidak bermakna (p=0,5).
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IgE day

Tabel 6. Perbedaan kadar Ig E serum subyek penelitian pada
hari ke-0 dan ke-2 (n=62)

Hari ke-
Parameter 0 2
Ig E (Ul/ml)
Rerata 686,18 452,087
Simpang Baku 1962,66 454,92

5.4. Korelasi antara Kadar TGF-g1 Plasma dengan Kadar IgE Plasma

Korelasi kadar TGF B1 dengan IgE plasma pada hari ke-0 dan hari ke-2

ditampilkan pada gambar 5.
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Gambar 3. Hubungan antara kadar TGF-p1 dan IgE pada pengamatan hari ke-0
Dan pengamatan hari ke-2
Hasil uji korelasi antara kadar TGF-f1 dengan Plasma EDTA IgE pada
hari perawatan ke-0 menunjukkan tidak ada korelasi antara kadar TGF 1 plasma

dengan kadar IgE plasma (koefisiensi korelasi = 0,12; p = 0,3).
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Hasil uji korelasi kadar TGF-B1 dengan Plasma EDTA IgE pada hari
perawatan ke-2 menunjukkan tidak ada korelasi antara kadar TGF 1 dengan

kadar IgE plasma (koefisiensi korelasi = 0,04; p = 0,8).
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BAB 6

PEMBAHASAN

Respons imun yang terjadi selama infeksi virus dengue melibatkan
berbagai sitokin transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) adalah salah satu
sitokin yang diduga mempunyai peran pada patogenesis DBD.>*

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 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-9.2

Infeksi primer dan sekunder ditentukan dengan pemeriksaan serologi
dengan menghitung rasio IgM / 1gG, infeksi primer bila rasio IgM terhadap 1gG >

1,0 dan infeksi sekunder bila rasio IgM terhadap 1gG < I,0. Pada pasien infeksi
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virus dengue ditandai dengan timbulnya antibodi IgM terhadap dengue 3-5 hari
setelah timbul demam, meningkat dalam satu sampai tiga minggu serta dapat
bertahan dua sampai 3 bulan.*>?* Antibodi 1gG terhadap virus dengue diproduksi
sekitar dua minggu sesudah infeksi dan meningkat lalu menurun secara lambat
dalam waktu yang lama dan biasanya bertahan seumur hidup.’ Pada penelitian ini
didapatkan sebagian besar kasus termasuk infeksi sekunder (93,5%) dibanding
infeksi primer yang hanya 6,5%. Penelitian ini sesuai dengan penelitian Koraka
yang didapatkan sebagian besar infeksi sekunder.” Secara teori infection
enchancing antibody, Ig G mempunyai kemampuan untuk mengaktivasi jalur
klasik, sel yang terinfeksi akan mengadakan interaksi dengan sistem humoral dan
mengaktifkan komplemen yang kemudian memacu inflamasi sehingga terjadi

peningkatan permebilitas vaskular seperti yang terjadi pada patogenesis DBD.*®

6.1 Kadar TGF-p1

Kadar TGF-B1 pada penelitian mengalami peningkatan pada pengamatan
hari ke-2 bila dibandingkan dengan pengamatan hari ke-0 tapi tidak bermakna.
Pada penelitian ini didapatkan rata-rata kadar TGF-B1 penderita DBD yang lebih
tinggi dari nilai normal (27300 pg/dl), dimana kadarnya tinggi pada hari
pengamatan ke-0 (45062,92 pg/ml) dan pada hari pengamatan ke-2 (49364,72
pg/ml). Penelitian Agarwal dkk kadar TGF-B1 plasma mulai terdeteksi pada
awal perjalanan penyakit ( sejak hari 1-4 panas) dan kadarnya secara bertahap
meningkat dan mencapai kadar puncak pada hari ke 5-8.* Penelitian kami hanya

membatasi pengukuran kadar TGF-B1 pada 2 hari pengamatan saja (hari ke-0
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dan ke-2), sehingga belum dapat menggambarkan secara keseluruhan kinetika
TGF-B1 selama perjalanan penyakit DBD.*

Laur dkk menemukan kadar TGF-B1 yang lebih tinggi pada kelompok
anak dengan DBD dibanding DD.’ Penelitian ini hanya mendiskripsikan sampel
yang didiagnosis DBD saja, sehingga tidak diketahui apakah ada perbedaannya
dengan anak yang hanya menderita DD. Keputusan untuk mengeksklusi DD
adalah karena kami ingin memfokuskan mengenai kemungkinan pengaruh TGF-
B1 terhadap DBD saja, karena terjadinya kebocoran vaskular. Sementara pada
DD tidak terjadi kebocoran vaskular, hal pokok yang membedakannya dengan
DBD, kami tidak membedakan DBD dan DSS karena pada prinsipnya sama

patofisiologinya hanya derajat klinis yang diperlihatkan berbeda.'

6.2 Kadar IgE

Penelitian di Kolumbia kadar Ig E total menunjukkan penderita infeksi
dengue primer maupun sekunder ditemukan peningkatan secara bermakna kadar
IgE total serum penderita dibanding yang belum pernah terpapar virus dengue.?®
Pada rerata penelitian ini didapatkan terjadinya penurunan pada pengamatan hari
ke-2 dibandingkan pengamatan hari ke-0, tapi tidak bermakna. Penelitian ini
terjadi peningkatan yang nyata kadar IgE plasma pada pengamatan hari ke-0,

adalah 686,18 pg/ml dan pada pengamatan hari ke-2, adalah 452,08 pg/ml.
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6.3 Korelasi TGF-g1 dengan Ig E

Pengamatan hari ke-0 maupun hari ke-2, tidak didapatkan korelasi antara
TGF-B1 dengan Ig E (p= 0,323, p <0,05), meskipun sebenarnya diperlihatkan
adanya penurunan Ig E pada hari ke-2 dibanding pengamatan hari ke-0, dimana
dapat dianggap mengindikasikan kemungkinan adanya efek penekanan TGF-f1
pada produksi lg E pada kasus DBD. Berdasarkan teori yang mengatakan
hambatan produksi IgE oleh TGF-p terjadi secara tidak langsung melalui tekanan
produksi IL-4 oleh TGF-B. IL-4 merupakan sitokin yang dihasilkan oleh Thy,
yang bekerja pada class switching dari IgM menjadi IgE. ***

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah kami tidak dapat mengendalikan
faktor-faktor yang mengaktifkan TGF-B1 karena banyak sitokin yang
mempengaruhinya,®® sedangkan untuk melihat kinetik dari TGF-B1 serta
korelasinya, tidak dilakukan pemeriksaan pada hari ke-7 ( hari ke-9 sakit), dimana
pada hari ke-9 sakit merupakan puncak kadar TGF-B1.! Disamping itu faktor -
faktor yang mempengaruhi produksi Ig E ataupun sitokin - sitokin yang
mempengaruhi produksi Ig E selama proses terjadi perjalanan penyakit, yaitu
kadar IL-4, IL-13, TNFa dan sitokin-sitokin lain yang merupakan faktor yang
mempengaruhi produksi Ig E tidak dilakukan pemeriksaan karena keterbatasan

biaya.
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BAB 7

SIMPULAN DAN SARAN

7.1 Simpulan
1. Didapatkan peningkatan kadar TGF-Bl1 dan Ig E plasma pada
pengamatan hari ke-0 dan hari ke-2
2. Tidak terdapat korelasi yang bermakna antara kadar TGF-B1
plasma dengan kadar Ig E plasma pada pengamatan hari ke-0 dan

hari ke-2.

7.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang sitokin — sitokin yang
lain yang berhubungan dengan patogenesis penyakit infeksi virus

dengue dengan IgE yaitu IL-4, IL-13, TNF-a dan IFN-y.
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