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RINGKASAN

.

.aC.l

Pengaruh Statin Dan Antibodi LPS Terhadap Tnf-a.,
Oksidatif Stress Dan Penanda Biokimiawi Dari Disfungsi Organ Pada Tikus Model
Sepsis IIP E. coli. Dian Samudra. Promotor : Prof. Dr. Dr. Sumarno RP, DMM, SpMK., Dr.
Dr. Andyk Aswoco, SpAn(K), Prof. Dr. Dr. Sanarto Santoso, DMM, SPMK

.ub

Sepsis merupakan sindroma klinik karena respon tubuh secara berlebihan terhadap
infeksi. Sepsis juga disertai penggandaan respon host terhadap infeksi yang menyebabkan
disregulasi dari respon host. Di seluruh dunia sekitar 13 juta orang menderita sepsis dan 4
juta orang meninggal setiap tahunnya dan meningkat diperkirakan akan terus meningkat.
Gejala dan tanda sepsis yang bervariasi menimbulkan tanda kesakitan secara sistemik.
Biaya yang dikelurakan pasien untuk penanganan sepsis juga tidak sedikit. Sepsis sampai
saat ini merupakan penyebab kematian terbesar di unit perawatan intensif. Oleh karena itu
perlu penanganan tepat dan cepat untuk segera dapat mengatasi keadaan ini.

repository

Penyebab infeksi yang mengarah pada sepsis dapat berupa infeksi bakteri, jamur,
virus atau parasit. Lipopolisakarida (LPS) merupakan bagian outer membrane bakteri gram
negative yang memiliki sifat patogen. Induksii E. coli menyebabkan peningkatan sitokin
proinflamasi seperti TNF-a, IL-6 dan IL-1. Target terapi saat ini adalah anti-lipid, IL-1
antagonis, anti-TNF-a. Statin diketahui dapat menghambat ekspresi TNF-a, NFkB, AP-1 dan
MCP-1 akibat induksii E. coli. Biomarker yang sering digunakan untuk mengetahui kondisi
sepsis adalah berbagai mediator inflamasi. Oleh karena inflamasi selalu diikuti dengan
tekanan oksidatif sehingga keseimbangan oksidan dan antioksidan memiliki peran penting
untuh menghambat progresifitas sepsis.

Tujuan penelitian untuk mengetahui perlakuan IIP E. coli pada control terhadap
perubahan mediator proinflamasi yang meliputi TNF a, Hs-CRP, PCT, MDA, fungsi ginjal
(ureum, BUN dan kreatinin) dan fungsi hepar (SGPT, SGOT dan total bilirubin) serta untuk
mengetahui pengaruh pembarian statin, antibody LPS, dan kombinasi keduanya pada
perlakuan IIP E. coli pada jam ke nol dan ketiga.

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan E. coli terhadap control akan
berpengaruh terhadap peningkatan kadar mediator proinflamasi yang meliputi TNFa, Hs-
CRP, PCT, MDA, fungsi ginjal (ureum, BUN dan kreatinin) dan fungsi hepar (SGPT, SGOT
dan total bilirubin). Pemberian statin, menunjukkan perubahan penurunan signifikan pada
jam ke nol untuk parameter MDA dan pada jam ketiga untuk parameter TNF-a dan Hs-CRP.
Pemberian AbLPS menunjukkan perubahan penurunan signifikan pada jam ke nol untuk
paramerter MDA, kreatinin, dan total bilirubin dan pada jam ke tiga untuk parameter MDA.
Pemberian kombinasi statin dan AbLPS menunjukkan perubahan penurunan signifikan pada
jam ke nol untuk parameter MDA, kreatinin, total bilirubin dan pada jam ketiga untuk
parameter kreatinin, total bilirubin.
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SUMMARY

The Effects of Statin and LPS antibody on TNF-a, Oxidative Stress and Biochemical
Markers of Organ Dysfunction in Rat Models Sepsis IIP E. coli. Dian Samudra. Promotor
: Prof. Dr. Dr. Sumarno RP, DMM, SpMK., Dr. Dr. Andyk Aswoco, SpAn(K), Prof. Dr. Dr.
Sanarto Santoso, DMM, SPMK

Sepsis is a clinical syndrome caused by the body's excessive response to infection. Sepsis
is also accompanied by a doubling of the host response to infection that causes
disregulation of the host response. there are approximately 13 million people on the world
who have Sepsis and 4 millions die every year and it is predicted that the number keeps
increasing. Varied symptoms and signs of sepsis cause systemic signs of pain. Costs spent
by patients for sepsis are also not small. Untill now Sepsis is the main cause of death in the
intensive care unit. Therefore, it needs proper and fast handling to immediately overcome
this situation. The causes of infections that lead to sepsis can be a bacterial, fungal, viral or
parasitic infections. Lipopolysaccharides (LPS) are part of the outer membrane of gram
negative bacteria that has pathogenic properties.

E. coli induction causes an increase in proinflammatory cytokines such as TNF-a, IL-6 and
IL-1. The current therapeutic targets are the anti-lipid, IL-1 antagonist, anti-TNF-o.. It is

known that Statins can inhibit the expression of TNF-a, NFkB, AP-1 and MCP-1 due to the
induction of E. coli.

The biomarkers that are often used to determine the condition of sepsis are various
inflammatory mediators. The inflammation is always accompanied with oxidative pressure so
that the balance of oxidants and anti-oxidants has important role to inhibit the progression of
Sepsis.

The objective of this study is to determine the treatment of IIP E. coli in control of changes in
proinflammatory mediators including TNF a, Hs-CRP, PCT, MDA, kidney function (ureum,
BUN and creatinine) and liver function (SGPT, SGOT and total bilirubin) and to find out the
effect of hunting statins, LPS antibodies, and a combination of both on IIP E. coli treatment
at the zero and third hours.

This study shows that E. coli treatment in control the changes of proinflammatory mediators
will influence the increase in proinflammatory mediator levels including TNF-a, Hs-CRP,
PCT, MDA, kidney function (ureum, BUN and creatinine) and liver function (SGPT, SGOT
and total bilirubin). Statin administration shows a significant decrease in the zero hour for
MDA parameters but in the third hour for TNF-a and Hs-CRP ones. AbLPS administration
shows a significant decrease in the zero hour for the MDA paramerter, creatinine, and total
bilirubin but in the third hour for the MDA parameters.

The combination of statin and AbLPS administration shows a significant decrease in the zero
hour for MDA, creatinine, and total bilirubin parameters but in the third hour for creatinine
parameters, and total bilirubin.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Sepsis merupakan keadaan disfungsi organ yang mengancam jiwa yang
disebabkan karena disregulasi respon tubuh terhadap infeksi. Syok sepsis
didefinisikan sebagai keadaan sepsis dimana abnormalitas sirkulasi dan
metabolic yang terjadi dapat menyebabkan kematian secara signifikan (Levy et
al, 2018). Sepsis disebabkan oleh respon tubuh secara berlebihan terhadap
infeksi di darah, urin, paru, kulit dan jaringan lain. Sepsis juga disertai oleh
penggandaan respon host terhadap infeksi yang kemudian menyebabkan
disregulasi dari respon host (Cohen et al., 2002; Anand et al., 2012). Gejala dan
tanda sepsis sangat bervariasi, sangat tidak spesifk dan memberikan tanda
kesakitan secara sistemik (Das et al., 2011). Sepsis ditandai oleh demam,
kekacauan mental, hipotensi, penurunan ekskresi urin, dan trombositopenia.
Apabila tidak mendapatkan terapi secara adekuat, sepsis akan berkembang
menjadi kegagalan pernafasan atau kegagalan ginjal, abnormalitas koagulasi,
dan kematian (Bone, 1992). Sampai saat ini, sepsis masih merupakan penyebab
kematian utama di unit perawatan intensif (Das et al., 2011).

Secara global terdapat 27-30 juta kejadian sepsis di seluruh dunia dan
setiap 7 juta — 9 juta meninggal dunia atau 1 orang meninggal setiap 3.5 detik
(ESICM, 2019). Pada sebuah penelitian antara tahun 1979 sampai 2000 di

Amerika Serikat, proporsi pasien yang menderita sepsis meningkat dari 19,1%
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pada 11 tahun awal studi menjadi 30,2% di akhir studi (Martin et al., 2003; Lever
et al., 2007). Selanjutnya, diperkirakan 751.000 kasus sepsis terjadi setiap tahun
di Amerika Serikat, dengan angka mortalitas 28,6% serta rerata biaya yang
diperlukan per kasus sebesar 22.100 US$ (Angus et al., 2001). Untuk negara
berkembang seperti Indonesia, angka kematian akibat sepsis dua hingga tiga kali
lipat dibandingkan Amerika. Pada tahun 1996, terdapat 4774 pasien yang masuk
ke Rumah Sakit Pendidikan Surabaya dan 504 pasien didiagnosis sepsis dengan
angka kematian 70,2% (Soedjito et al., 1998). Di Rumah Sakit Pendidikan di
Yogyakarta, ditemukan 631 kasus sepsis di tahun 2007 dengan angka kematian
48,96% (Pradipta, 2009). Berbagai penelitian epidemiologis menyatakan bahwa
insidensi dan mortalitas sepsis lebih tinggi pada pria dibandingkan wanita,
meskipun belum ada faktor yang dapat menjelaskan temuan epidemiologis
tersebut. Sumber infeksi dan organisme tertentu menjadi penyebab sepsis atau
mendasari perkembangan disfungsi organ, serta kondisi medis komorbid tertentu
yang memberikan pengaruh kuat terhadap keluaran penderita sepsis (Alberti et
al., 2005; Guidet et al., 2005). Pada tahun 2012-2013 di Rumah Sakit Umum
Daerah Dr. Saiful Anwar Malang, secara keseluruhan ditemukan 1026 pasien
terdiagnosa sepsis dan 788 diantaranya meninggal dunia (76,8%). Sedangkan
khusus di Intensive Care Unit (ICU) terdapat 168 pasien sepsis dan 78
diantaranya meninggal dunia (46.4%). (Asmoro et al, 2015).

Sepsis dapat disebabkan oleh berbagai mikroorganisme termasuk virus,
bakteri, jamur maupun protozoa (Nasronudin, 2011a). Penyebab utama sepsis
adalah paparan lipopolisakarida (LPS). Lipopolisakarida adalah komponen
struktural membran terluar bakteri gram negatif. Peptidoglikan dan asam
lipoteichoic' sebagai komponen struktural membran bakteri gram positif juga

menjadi etiologi sepsis. Bakteri gram negatif terlibat dalam 60-70% kejadian
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sepsis, dengan berbagai variasi regional. Bakteri gram positif juga berperan
dalam 30-50% kasus sepsis (Annane et al., 2005; Vincent et al., 2009).

Lipopolisakarida merupakan endotoksin yang bersifat proinflamatori (Das
et al.,2011). Ketika terlepas menuju sirkulasi, LPS akan mengaktivasi makrofag
dan leukosit untuk mensekresikan sitokin proinflamasi, misalnya tumor necrosis
factor-o. (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), IL-1 dan senyawa oksigen reaktif. TNF-a
merupakan protein pendek yang memediasi efek in vitro dari endotoksin. TNF-a
yang diinjeksikan ke organisme akan menginduksi syok endotoksik. Selain itu,
peningkatan TNF-o akan disertai oleh pembentukan senyawa oksigen reaktif
pada syok endotoksik (Ge et al., 2010; Gryglewskiet al., 1998).

Kondisi patologis pada keadaan sepsis (sepsis berat atau syok sepsis)
dapat mempengaruhi pada hampir setiap komponen sel, termasuk sel endotel,
sel otot polos, lekosit, eritrosit, dan jaringan (Trzeciak, 2005). Pengobatan yang
diberikan pada pasien sepsis adalah terapi modulasi sistem imun, dengan target
terapi sepsis adalah mediator inflamasi. Beberapa target terapi sepsis
diantaranya adalah anti-lipid, IL-1 antagonis reseptor, inhibitor platelet activating
factor (PAF), antibodi monoklonal anti-TNF-a, immunoglobulin, kortikosteroid
dosis tinggi, anti endotoksin, dan anti-thrombin 1ll. Antibodi monoklonal anti-TNF-
a, kortikosteroid, dan pemberian immunoglobulin intravena membawa hasil klinis
yang efisien pada pasien dengan sepsis dan syok sepsis. Eliminasi dari sel
natural killer (NK) dan aktivasi sel T juga dapat digunakan sebagai terapi sepsis
(Okazaki & Matsukawa, 2009; Chen et al., 2011).

Beberapa terapi yang sedang diinvestigasi secara Kklinis adalah
imunostimulan menggunakan granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) dan
granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF). Terapi ini bertujuan

untuk menghilangkan LPS menggunakan polymixin B-immobilized fiber columns.
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Gen atau protein delivery dari protein SOCS dapat menjadi target terapi yang
menjanjikan. Protein SOCS adalah jalur regulator negatif dari janus kinase/signal
transducer and activator of transcription (JAK/STAT) yang memediasi sinyal
sitokin. Beberapa studi menggunakan model hewan sepsis membuktikan bahwa
STATs dan SOCS terlibat dalam patogenesis sepsis (Marshall, 2004 ; Okazaki &
Matsukawa, 2009; Chen et al., 2011;).

Pemberian antibodi anti-LPS belum pernah dilakukan pada model sepsis
dan diduga akan memberikan efek yang lebih baik dibandingkan antibodi
monoklonal anti-TNF-a. Hal ini disebabkan oleh efeknya yang langsung kepada
lipopolisakarida sebagai penyebab sepsis dan bukan kepada TNF-o sebagai
sitokin yang terbentuk dalam respon sepsis. Untuk meningkatkan efektifitasnya,
antibodi anti-LPS akan dikombinasikan dengan statin. Statin berperan sebagai
senyawa antiinflamasi dengan cara menghambat ekspresi TNF-a dan MCP-1
yang diinduksi LPS, dan menghambat aktivasi NF-xB dan AP-1 (Yano et al.,
2007). Pemberian statin secara signifikan menghasilkan penurunan adhesi
leukosit pada endotelium dengan cara menurunkan ekspresi dari molekul adhesi
yaitu P-selektin, CD11b, dan CD18 dengan menghambat lymphocyte function
antigen-1 (LFA-1) yang berfungsi dalam memerantarai adhesi (Weitz-Schmidt et
al., 2001). Statin juga mampu menstimulasi fibrinolisis dengan mempengaruhi
kadar dan aktivitas dari tissue plasminogen activator (tPA) dan PAI-1 (Dichtl et
al., 2003, Krysiak et al., 2003). Statin dapat ditoleransi dengan baik. Efek
samping pemberian statin adalah myopati, peningkatan insiden diabetes, dan
peningkatan transaminase serum (Desai et al., 2014).

Statin biasanya diresepkan dengan aspirin untuk mencegah dan
mengobati penyakit kardiovaskuler melalui mekanisme penurunan kadar serum

lipid (Lee et al., 2012; Shao et al.,, 2012). Statin dapat menghambat aktivasi



-
o
3

A ==
—
—
[—
o

e
L% ]
o
=T
(-5}
S

BRAWIJAYA

makrofag melalui berbagai mekanisme. Statin menekan respon inflamasi yang
diinduksi oleh LDL teroksidasi melalui penghambatan ekspresi ERK terfosforilasi
di makrofag murin (Shao et al., 2012). Statin dapat menghambat produksi TNF-o
melalui pathway heme-oxygenase di makrofag RAW264.7 yang diinduksi oleh
LPS (Wang et al., 2014). Pada tikus model sepsis akibat ligasi dan pungsi
sekum, pengobatan dengan simvastatin, atorvastatin, dan pravastatin dapat
memperpanjang survival akibat perbaikan fungsi jantung dan sistem
hemodinamik, akan tetapi hal ini tidak terjadi pada fluvastatin (Merx et al., 2005).
Berdasarkan pada uraian latar belakang diatas, dalam penelitian ini,
pemodelan tikus sepsis akan dilakukan melalui injeksi E. coli dengan dosis 10°
CFU secara intraperitonial (IlP E. coli 10° CFU). Tikus model sepsis kemudian
akan diberi terapi antibodi LPS dan atau statin (simvastatin) untuk mengetahui
perubahan kondisi (parameter) sebelum dan sesudah pemberian terapi. Metode
ini diketahui dapat meningkatkan respon sitokin TNF-a, meningkatkan MDA dan
menurunkan SOD secara signifikan setara dengan tikus model sepsis CLP (cecal

ligation puncture) (Samudra et al, 2019).

1.2. Rumusan Masalah Umum Penelitian

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, maka rumusan masalah dalam
penelitian ini adalah “Apakah perlakuan |IP. E. coli mempengaruhi mediator
proinflamasi yang meliputi TNF-a, hs-CRP, PCT, MDA dan fungsi ginjal, fungsi
hepar serta bagaimana pengaruh pemberian statin, AbLPS, dan kombinasinya

pada perlakuan IIP E. coli ?



1.2.1. Rumusan Masalah Khusus Penelitian
1. Apakah terdapat pengaruh perlakuan lIP E. coli terhadap kadar mediator
proinflamasi (TNF-a, hs-CRP, PCT, MDA), fungsi ginjal (ureu, BUN,

kreatinin), fungsi hepar ( SGPT, SGOT, total bilirubin)?
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2. Apakah terdapat penurunan Mediator - Proinflamasi TNF-a, pada
pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0
dan jam ke-3 pada tikus model sepsis IIP E. coli?

3. Apakah terdapat penurunan Mediator Proinflamasi hs-CRP pada
pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0
dan jam ke-3 pada tikus model sepsis IIP E. coli?

4. Apakah terdapat penurunan Mediator Proinflamasi PCT pada pemberian
Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0 dan jam ke-
3 pada tikus model sepsis IIP E. coli?

5. Apakah terdapat penurunan Mediator Proinflamasi MDA pada pemberian
Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0 dan jam ke-
3 pada tikus model sepsis IIP E. coli?

6. Apakah terdapat penurunan ureum/ BUN pada pemberian Statin, AbLPS,
dan kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus
model sepsis IIP E. coli?.

7. Apakah terdapat penurunan kreatinin pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis IIP E. coli?.

8. Apakah terdapat penurunan SGPT pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model

sepsis lIP E. coli?
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9. Apakah terdapat penurunan SGOT pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis lIP E. coli?

10. Apakah terdapat penurunan total bilirubin pada pemberian Statin, AbLPS,
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dan kombinasi Statin + AbLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus

model sepsis IIP E. coli?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum:

Penelitian ini dimaksudkan untuk menentukan apakah perlakuan 1IP E. coli
mempengaruhi mediator proinflamasi yang meliputi TNF-a, hs-CRP, PCT, MDA
dan fungsi ginjal, fungsi hepar serta melihat pengaruh pemberian statin, AbLPS,

dan kombinasinya pada perlakuan IIP E. coli.

1.3.2. Tujuan khusus:

1. Menganalisis pengaruh perlakuan IIP E. coli terhadap kadar mediator
proinflamasi (TNF-a, hs-CRP, PCT), stress oksidatif (MDA), fungsi ginjal
(ureu, BUN, Kreatinin), fungsi hepar (SGOT, SGPT, total bilirubin)

2. Menganalisis penurunan TNF-a pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis IIP E. coli.

3. Menganalisis penurunan Hs-CRP pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis IIP E. coli.

4. Menganalisis penurunan PCT pada pemberian Statin, AbLPS, dan

kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model

BRAWIJAYA

sepsis lIP E. coli.




5. Menganalisis penurunan MDA (Malondialdehyde) pada pemberian Statin,
AbLPS, dan kombinasi kombinasi Statin + ABLPSpada jam ke-0 dan jam
ke-3 pada model tikus sepsis IIP E. coli.

6. Menganalisis penurunan Ureum/BUN pada pemberian Statin, AbLPS, dan
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kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis IIP E. coli.

7. Menganalisis penurunan Kreatinin pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis lIP E. coli.

8. Menganalisis penurunan SGPT pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-O dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis IIP E. coli.

9.. Menganalisis penurunan SGOT pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus model
sepsis IIP E. coli.

10. Menganalisis penurunan Total Bilirubin pada pemberian Statin, AbLPS,
dan kombinasi Statin + ABLPS pada jam ke-0 dan jam ke-3 pada tikus

model sepsis IIP E. coli.

1.4 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat yang diperoleh dari penelitian ini yaitu sebagai berikut ini.
1.4.1 Pengembangan limu Pengetahuan
a. Memberikan masukan bahwa dengan perlakuan IIP E. coli 10° CFU
mampu membuat tikus model sepsis tanpa melukai hewan coba.
b. Pemberian terapi berdasarkan agen penyebab (gram negative) sepsis

dan pemberian terapi kombinasi statin dan AbLPS mampu memberikan

BRAWIJAYA

perbaikan survival, penghambatan inflamasi serta perbaikan fungsi organ.




1.4.2 Manfaat klinis

Menambah pengetahuan dalam - pencegahan, penanganan dan
pengobatan sepsis secara optimal dengan menggunakan terapi antibodi anti-

LPS, statin dan kombinasi sehingga dapat mengurangi dampak adanya sepsis.
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2.1 Sepsis
2.1.1 Batasan Sepsis

Sepsis menurut konsensus terbaru adalah keadaan disfungsi organ yang
mengancam jiwa yang disebabkan karena disregulasi respon tubuh terhadap
infeksi. Syok sepsis didefinisikan sebagai keadaan sepsis dimana abnormalitas
sirkulasi dan metabolik yang terjadi dapat menyebabkan kematian secara
signifikan (Levy et al, 2018). Pada syok sepsis ditandai oleh hipoperfusi organ
dan hipoksia yang pada akhirnya menyebabkan terjadinya multiple-organ
dysfunction syndrome (MODS), yaitu disfungsi lebih dari satu organ dan

memerlukan intervensi untuk mempertahankan homeostasis (Munford, 2005).

Menurut konsensus sepsis bisa didiagnosa dengan sistem skor SOFA
atau sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment Score (Tabel 2.1).
Apabila skor SOFA lebih dari dua dan curigai adanya infeksi yang telah
terdokumentasi, hal tersebut memenuhi kriteria diagnosis sepsis.

Tabel 2.1. SOFA SCORE (singer et al, 2018)

SOFA score 0 1 2 3 4
Pernafasan 2400 (53,3) <400 (53,3) <300 (40) <200 (26.7) <100 (13.3)
(PaO2/FiO2, dengan dengan
mmHg) dukungan dukungan

pernafasan pernafasan

pembekuan <150 <100 <50 <20
Trombosit x
103/mm3
Hati <1.2(20)1,2 1,2-1,9(20- 2,0-5,9 (33- 6,0-11,9 >12.0 (204)
Bilirubin, mg/dL 32) 101) (102-204)
(umol/L)
Kardiovaskular MAP Dopamin <5 Dopamin 5,1-  Dopamin> 15

<70mmHg atau 15 atau atau

MAP dobupamin epinefrin 0.1 epinefrin> 0,1

(setiap dosis)

atau

atau
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System syaraf 15 13-14
pusat

Skor glasglow

coma scale

Ginjal <1.2 (110) 1,2-1,9 (110-
170)
Kreatinin, mg/dL

(umol/L)

Urine output,
mL/d

norepinefrin norepinefrin>

<0.1 0,1
10-12 6-9 <6
2,0-34 (171-  3,5-4,9 (300- >5.0 (440)
299) 440)
<500 <200

Sedangkan untuk kriteria skor sepsis pada hewan coba (murine) memiliki

skor dengan krtiteria sebagai berikut (Tabel 2.2).

Tabel 2.2 Skor Sepsis pada Murine (MSS)

Variabel Score dan Deskripsi
Keadaan umum 0 Rambut tampak halus
1 Beberapa bagian rambut piloereksi
2 Mayoritas rambut punggung piloereksi
3 Piloereksi mungkion ada atau tidak,
tikus tampak bengkak
4  Piloereksi mungkin ada atau tidak,
tikus tampak kurus
Kesadaran 0  Tikus aktif
1 Tikus aktif, namun menghindari berdiri
tegak
2  Aktivitas tikus tampak berkurang. Tikus
masih sadar
3 Aktivitas tikus terganggu. Tikus hanya

bergerak saat diprovokasi dengan
adanya tremor

11
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Aktivitas tikus sangat terganngu.
Hanya diam saat diprovokasi, dengan
kemungkinan tampak tremor

Aktivitas

Aktivitas tikus normal, dimana tikus
masih makan, minum , memanijat,
berlari , dan bertarung

Aktivitas sedikit turun, tikus bergerak
disekitar kandang

Aktivitas turun, hanya diam dan
terkadang bergerak

Tidak ada aktivitas dan hanya diam

Tidak ada aktivitas, tikus tremor
khususnya pada kaki belakang

Respon stimulus

Tikus berespon cepat terhadap
stimulus auditorik atau sentuhan

Respon lambat atau tidak berespon
terhadap stimulus respon auditorik.
Namun respon kuat terhadap sentuhan

Tidak ada respon stimulus auditorik ,
namun respon sedang terhadap
sentuhan

Tidak ada respon stimulus auditorik ,
namun respon ringan terhadap
sentuhan

Tidak ada respon baik stimulus
auditorik maupun sentuhan, tidak bisa
memperbaiki diri ketika didorong kuat

Mata

Mata membuka sempurna

Mata tidak membuka penuh, mungkin
terdapat sekret

Mata separuh menutup, mungkin
terdapat sekret

12



3 Mata menutup lebih dari separuh,
mungkin terdapat sekret

4 Mata menutup atau putih susu

o

Laju pernafasan Normal pernafasan cepat
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1 Pernafasan menurun ringan (frekuensi
tidak terhitung dengan mata)

2 Pernafasan menurun sedang (frekuensi
pada batas atas dengan pengukuran
dengan mata)

3 Pernafasan sangat menurun (frekuensi
mudah dihitung dengan mata, 0,5 detik
antar nafas)

4 Pernafasan turun ekstrim ( >1 detik
antar nafas)

Kualitas pernafasan 0 Normal
1 Beberapa periode sesak nafas
2 = Sesak, tidak terengah- engah

3 Sesak dengan terengah- engah
intermiten

4  Nafas tersengan sengal

2.1.2 Epidemiologi Sepsis
Angka kejadian sepsis diperkirakan antara 50-95/100.000 populasi dengan

peningkatan sebesar 9% tiap tahunnya. Di seluruh dunia, angka kematian

S

berkisar antara 30-70% (Rittirsch et al., 2007). Di Amerika Serikat (AS), sepsis

dan syok sepsis menjadi penyebab kematian nomor 10, dengan peningkatan

NIVERSITA
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insiden sebesar 1,5% per tahun (Merx & Weber, 2007). Kejadian sepsis di AS
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terjadi sebanyak 750.000 kasus setiap tahun dan sekitar 225.000 kasus berakhir
dengan kematian (Reinhardt et al., 2005). Pasien tersebut mengalami kematian
diakibatkan proses inflamasi yang tidak terkontrol (Hotckiss & Karl, 2003). Selain
itu, biaya rumah sakit nasional di Amerika Serikat yang dikeluarkan untuk
menangani sepsis sekitar 16.7 miliar dollar per tahun. Di Inggris, laju kematian
pasien sepsis di rumah sakit mencapai 46% (Merx & Weber, 2007).

Angka kematian pada sepsis tergantung beberapa faktor seperti umur,
jenis kelamin, ras, riwayat trauma paru akut, sindrom gagal napas akut, gagal
ginjal. dan penyebab infeksinya (Marik et al., 2008). Sepsis lebih banyak diderita
oleh pria dibandingkan wanita (rerata resiko 1,28) dan lebih banyak pada orang
tidak berkulit putih dibandingkan orang berkulit putih (rerata resiko 1,90).
Mortalitas paling tinggi terjadi pada pria berkulit hitam (Martin et al., 2003). Laki-
laki lebih kerap mengalami disfungsi organ dibandingkan wanita. Sumber sepsis
dari saluran nafas lebih dominan pada pria dan sumber sepsis dari traktus

urinarius lebih sering pada wanita (Marik et al., 2008).

2.1.3 Patomekanisme Sepsis

Patofisiologi sepsis masih belum diketahui dengan jelas. Beragam tipe sel,
mediator inflamasi, faktor koagulasi, serta sistem imun innate dan sel T terlibat
dalam sindrom kompleks ini. Sepsis secara Klinis dibagi berdasarkan tingkat

keparahan yaitu sepsis dan syok sepsis.

Tahap pertama sepsis yaitu suatu proses yang dikenal dengan SIRS
(systemic inflammatory response syndrom) dimulai saat muncul cedera pada
tubuh, misalnya luka bakar, trauma, infeksi (Huber et al., 2006). Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS) berhubungan dengan peningkatan

produksi sitokin proinflamasi, kemokin proinflamasi, reactive oxygen species
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(ROS), serta aktivasi kaskade komplemen dan koagulasi (Shankar et al., 2007;
Chen et al., 2011).

Cedera tersebut akan merangsang pelepasan substansi imunomodulator
yang mempengaruhi lapisan dalam (endotel) pembuluh darah. Pelepasan
imunomodulator akan menginduksi proses inflamasi melalui pelepasan sitokin-
sitokin proinflamasi. Sitokin ini selanjutnya akan menyebabkan inflamasi pada
lapisan dinding pembuluh darah dan mengaktivasi proses pembekuan darah,

serta merangsang pelepasan modulator inflamasi lainnya (Faust et al., 2001).
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Gambar 2.1 Patofisiologi sepsis-overview. Infeksi primer yang disebabkan

oleh bakteri, protozoa atau fungi menyebabkan damage pada
jaringan host. Ligasi dari pattern-recognition receptors (TLRs dan NLRs)
oleh promoter PAMP dan DAMP dan mengeluarkan sitokin pro dan

antiinflamasi yang dapat memicu hipoperfusi organ, hipoksia jaringan,
terbentuknya ROS dan RNS, disfungsi mitokondria dan kematian sel akibat
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nekrosis, apoptosis, pyroptosis, dan autophagy. Selain itu, DAMP dapat
membantu kerja yang terus menerus dari respon inflamasi dan kematian
sel imun sehingga sel mudah diserang oleh infeksi sekunder. Singkatan:
PAMP: pathogen-associated molecular pattern; DAMP: danger-associated
molecular patterns; TLR: Toll-like receptor; NLR: nucleotide-binding
domain, leucine-rich repeat containing protein; RLR: retinoic acid-inducible
gene-1 (RIG-1)-like receptor; NFkB: nuclear factor kappa B; PMN:
polymorphonuclear cell; ROS: reactive oxygen species; RNS: reactive
nitrogen species (Modifikasi Lewis et al., 2012).

Tahap kedua dari sepsis adalah koagulasi (pembekuan darah),
merupakan proses berantai yang kompleks dalam tubuh manusia. Inflamasi
merangsang pelepasan substansi yang disebut sebagai tissue factor (TF) yang
memicu pembentukan thrombin, stimulus utama agar terjadi pembekuan darah.
Thrombin mengawali koagulasi dengan membentuk fibrin. Pada sepsis, fungsi
berantai tersebut berjalan secara abnormal (Cohen, 2002).

Tubuh pada umumnya mengatur proses inflamasi dan koagulasi melalui
serangkaian alur biokimia untuk mencegah koagulasi secara berlebihan.
Pencegahan koagulasi yang berlebihan dilakukan dengan memecah fibrin
(fibrinolisis). Akan tetapi dalam siklus sepsis yang rumit, proses fibrinolisis
dihambat, sehingga menyebabkan koagulasi pada berbagai organ vital yang
menghambat aliran darah dan menyebabkan kerusakan jaringan (Basisio et al.,

2002).

2.1.4 Inflamasi pada Sepsis

Semua organisme hidup pasti akan menghadapi infeksi mikroorganisme
patogen. Survival atau daya tahan bergantung pada penghalang fisik untuk
melawan masuknya patogen, seperti adanya sistem imun yang secara cepat
dapat menginduksi respon inflamasi (Lewis et al., 2012). Dua faktor penting
dalam sistem imun innate untuk merespon serangan patogen adalah kehadiran

reseptor yang melawan marker patogen dan ketersediaan reseptor ini secara
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alami pada seluruh bagian tubuh. Reseptor ini tidak hanya diekspresikan oleh

banyak' sel efektor sistem imun seperti makrofag, neutrofil, sel dendritik, dan

limfosit, tetapi juga ditemukan pada sel epithelial, sel endothelial, dan miosit.

Target utama dari pattern recognition receptors (PRRs) adalah pathogen-

associated molecular pattern (PAMPs). Molekul ini pada bakteri non-patogenik

dan komensal dikenal sebagai “microbial-associated molecular patterns”

(MAMPs). PAMPs dikarakterisasi menjadi beberapa golongan (Cinel & Opal,

2009; Chen et al., 2011 ; Lewis et al., 2012) diantaranya:

a. PAMPs yang diproduksi hanya oleh mikroba patogen, tidak oleh host (seperti
peptidoglikan yang diproduksi oleh bakteri tetapi tidak dihasilkan oleh sel
eukariotik).

b. PAMPs vyang secara umum diekspresikan oleh sebagian besar
mikroorganisme — (contohnya lipoarabinomannan yang ditemukan pada
dinding sel semua Mycaobacteria).

c. PAMPs biasanya merupakan struktur vital yang terlibat dalam survival atau
sifat patogen mikroorganisme (contohnya lipopolisakarida (LPS) pada
membran luar dari bakteri Gram negatif): target ini merupakan molekul yang

terkonservasi dengan tinggi dan membutuhkan variabilitas PPRs pada host.
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o Tabel 2.3 Pathogen-associated molecular pattern (PAMP) ligan dari pattern
3 recognition receptor (PRR) yang terlibat dalam sepsis (Lewis et al., 2012)

-g PRR Lokasi | Tipe Sel Pengenalan PAMP
c=-5 TLR 1/CD281 | pm pbmc, triacyl lipopeptide

.
= np, u
Q - - - .
bt TLR 2/CD282 | pm, el | pbmc, peptidoglikan, lipoprotein,

dc, mc, lipopolisakarida,
nkc glycosilphosphatidylinositols,
mannans
TLR 3/CD283 | Pm, el | dc, epi, SSRNA, dsRNA, dsDNA
fb, blc,
nkc
TLR 4/ CD284 | pm pbmc, lipopolisakarida,
mc, np, glycosilphosphatidylinositols,
epi protein viral envelope,
mannans
TLR 5 pm pbmc, Flagellin
dc, epi,
nkc
TLR 6/Cd286 | pm mc, blc diacyl lipopeptide
TLR 7 el pbmc, ssRNA
dc, blc
TLR 8/CD288 | el Nkc SsRNA
< TLR 9/CD289 | el dc, blc, ssDNA, dsDNA
= _

- i nkc, epi

?3 TLR pm pbmc, unknown

Eé 10/CD290 dc, blc

N-a
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TLR 11 pm epi, dc, Profiling
pbmc
NOD Cyt, epi, dc, Peptidoglycan
1/NLRC1 pm pbmc
NOD Cyt, epi, dc, muramyl dipeptide
2/INLRC2/ pm pbmc,
CARD15 paneth
cells
NLRCA4/IPAF | cyt unknown Flagellin
NLRP1 cyt unknown muramy| dipeptide, Bacilus
anthracis lethal toxin
NLRP3 cyt unknown bakteri dan RNA virus,
lipopolisakarida, lipotechoic
acid, muramyl dipeptide
NLRB1/NAIPS | cyt unknown Flagellin

BRAWIJAYA

Keterangan: PRR: pattern-recognition receptor; PAMP: pathogen-associated molecular
pattern; TLR, Toll-like receptor; NOD, nucleotide-dinding oligomerization domain; NLR,
nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat containing protein; NLRC, NLR family,
CARD containing; IPAF: interleukin-1 converting enzyme (ICE) protease-activating factor;
NRLP, NLR family, pyrin domain containing; NRLB, NLR family, baculovirus inhibitor of
apoptosis protein repeat domain containing; NAIP: neuronal inhibitor of apoptosis; pm:
plasma membrane; el: endolysosomes; cyt: cytoplasma; np: neutrophils; u: ubiquitous;
dc: dendritic cells; mc: mast cells; nkc: natural killer cells; epi: epithelial cells; fb:
fibroblasts; blc: B lymphocytes; ss: single-stranded; ds: double-stranded.

Meskipun komponen permukaan sel bakteri pada membran luar sel
bakteri Gram negatif (LPS) dan pada membran sel bakteri Gram positif
(lipotechoic acid/LTA) merepresentasikan contoh klasik dari PAMPs, pengenalan
dari “altered self” secondary untuk kolonisasi sel host oleh patogen merupakan
hal yang sangat penting. Sistem imun innate kemudian berkembang dengan

kemampuan dapat mendeteksi marker terjadinya kerusakan sel endogen yang
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disebut “alarming” atau “danger-associated molecular patterns” (DAMPs) (Cinel &
Opal, 2009 ; Lewis et al., 2012).

Inisiasi reaksi inflamasi pada nekrosis dan apoptosis, kematian sel akan
terlihat berguna pada mekanisme pertahanan host, serta interaksi DAMPs dan
PAMPs dengan reseptornya akan memicu peningkatan laju kematian sel pada
sepsis. Reaksi PRR untuk PAMPs dan DAMPs memperlihatkan adanya sistem
umpan balik positif multipel menjadi stabil dan memicu progresi cepat dari respon
inflamasi global dengan beberapa pertanda klinis (Gambar 2.1).

Jalur persinyalan via Toll-like receptor (TLR) terlibat dalam respon inflamasi
sistem imun dalam merespon patogen yang menyebabkan sepsis. Domain
sitoplasmik TIR dari TLR berinteraksi dengan beberapa TIR domain containing
adaptor (Gambar 2.2). TLR diekspresikan oleh beberapa sel yang berbeda,
termasuk sel dendritik, makrofag, sel B, sel natural killer (NK), sel endothelial, sel
epithelial, dan fibroblast. TLR 2 terlihat sangat penting karena kemampuannya
mampu mengenali PAMP.yang beragam yaitu lipotechoic acid (bakteri Gram-
positif), peptidoglikan (bakteri Gram-positif dan Gram-negatif), hemagglutinin
(virus measles), polisakarida (yeast), lipoprotein (E. coli , Borrelia burgdorferi,
Mycoplasma spp. dan Mycobacterium tuberculosis), patogen lain seperti
Clostridium spp., Chlamydophila spp., dan virus herpes simpleks, dan beberapa
ligan endogen. TLR 4 juga signifikan berperan untuk memicu sistem imun innate
dalam merespon beberapa molekul diantaranya LPS (bakteri Gram-negatif),
beberapa protein envelope virus, dan molekul endogen. Pengenalan utama LPS
oleh TLR 4 bergantung pada pembentukan kompleks dengan PRR lain, myeloid
differentiation protein-1 (MD2), membrane bound CD14 (mCD14), dan
lipopolysaccharide-binding-protein (LBP). TLR 2 dan TLR 4 secara intensif diteliti

pada pasien sepsis manusia, ditemukan bahwa upregulasi dari' TLR ini dapat
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memperburuk tingkat keparahan dan mortalitas pada penyakit ini (Cinel dan

Opal, 2009 ; Lewis et al., 2012).
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Gambar 2.2 Jalur persinyalan Toll-like receptor (TLR). Sitoplasmik Toll/domain
reseptor interleukin-1 (TIR) dari TLR yang berinteraksi dengan TIR-
domain-containing adaptor, seperti gen respon awal diferensiasi myeloid
(MyD88), TIR-containing adaptor protein (TIRAP), TIR-domain-containing
adaptor molecule 1 (TICAM1, disebut juga TRIF) dan TIR-domain-
containing adaptor molecule 2 (TICAM2, disebut juga TRAM). PAMP
mengikat reseptor menghasilkan aktivasi jalur persinyalan MyD88 atau
TICAML/TRIF. Jalur ini terlibat dalam berbagai kinase pada IL-1R
associated kinase (IRAK) yang menghasilkan aktivasi inhibitor k B kinase
(IKK) kompleks enzim dan jalur mitogen-activated protein kinase (MAPK).
Kompleks IKK terfosforilasi protein inhibitor IkBa, kemudian membebaskan
faktor transkripsi nuklear factor kappa B (NFkB); memicu jalur persinyalan
MAPK menghasilkan aktivasi activator protein 1 (AP-1). NFKB dan AP-1
kemudian menginisiasi transkripsi gen sitokin. Singkatan: TRAF: TNF
receptor-associated factor; RIP: receptor interacting protein; TAK: TGF-3-
activated kinase; NEMO: NFkB essential modulator; TBK: TRAF family
member-associated NFkB activator (TANK)-binding kinase; IRF: interferon
regulatory factor (Lewis et al., 2012).

Oleh karena TLR tidak mampu mengenali semua PAMP sehingga

ditemukan tambahan PRR intraseluler, yaitu NLR. Pada manusia, NLR

BRAWIJAYA

ditemukan sedikitnya berjumlah 23 sedangkan pada mencit terdapat 34. NLR

e
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merupakan reseptor ditemukan pada sitoplasma sel eukariot, meskipun
beberapa penelitian menunjukkan bahwa reseptor ini dapat berasosiasi dengan
membran plasma. Mekanisme pengenalan NLR dengan PAMP masih belum

diketahui secara jelas, namun pengenalan oleh NLR ini akan memicu aktivasi
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kinase sehingga IkB terfosforilasi, mobilisasi NF-xB, dan aktivasi sinyal MAPK
(Gambar 2.3). NOD1 (NLR family, aktivasi caspase, dan rekruitmen domain
[CARD] containing 1; NLRC1) dan NOD2 (NLRC2, disebut juga CARD15)
diketahui berperan untuk mengenali muropeptide derivat dari peptidoglikan,
struktur utama dinding sel bakteri Gram positif dan Gram negatif (Cinel & Opal,
2009 ; Lewis et al., 2012).

Caspase-1 merupakan caspase eksekutor dalam proses inflamasi, yaitu
dapat mensintesis IL-1B dan IL-18 aktif dan mekanisme pertahanan dari patogen.
Mencit yang mengalami defisiensi caspase-1 lebih rentan terhadap infeksi bakteri
dan sepsis sedangkan mencit yang mengalami defisiensi caspase-12 yang
berperan dalam menekan ekspresi caspase-1, menunjukkan proses peningkatan
perlawanan terhadap infeksi bakteri dan resisten terhadap sepsis. Meskipun
caspase-1 berperan penting untuk perlawanan patogen, tetapi aktivitasnya perlu

untuk dikontrol (Lewis et al., 2012).
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Gambar 2.3 Nucleotide-binding domain, jalur persinyalan leucine-rich
repeat containing protein (NLR). Selama ligasi PAMP, NLRs merekrut
serine-threonine ~ kinase = RIP-like interacting caspase-like apoptosis
regulatory protein (CLARP) kinase (RICK), disebut juga reseptor-interacting
serine/threonine-protein-kinase 2 (RIPK2 atau RIP 2), yang mengikat NF-kB
essential modulator (NEMO), subunit IKK menghasilkan fosforilasi 1kB dan
mengekspresikan NF-kB; RICK juga memediasi rekruitmen dari transforming
growth factor B-activated kinase 1 (TAK 1) dan bersama molekul ini
menstimulasi aktivasi jalur persinyalan mitogen-activated protein kinase
(MAPK). Aktivasi NLR memicu trankripsi gen sitokin inflamasi via mobilisasi
NF-kB dan AP-1. Ligasi NLR mengaktivasi inflamasome, kompleks
makromolekul yang mengandung pro-caspase-1 dan beberapa adaptor
protein yang lain. Caspase-1 sangat penting dalam mensintesis IL-13 dan
IL-18 aktif, menginduksi pemrograman kematian sel yang disebut pyroptosis
(Lewis et al., 2012).

2.1.5 Koagulasi pada Sepsis

Prevalensi kerusakan koagulasi dan disseminated intravascular

coagulation (DIC) pada sepsis berhubungan dengan jalur inflamasi dan

S

koagulasi. Pada skala lokal, aktivasi koagulasi merupakan aksi perlindungan

terhadap patogen dan mediator inflamasi. Studi klinis membuktikan bahwa
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peningkatan aktivasi koagulasi sebagai akibat down regulasi mekanisme
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antikoagulan dan reduksi fibrinolisis pada manusia dengan SIRS dan sepsis
(Chenetal.,, 2011 ; Lewis et al., 2012).

Deskripsi yang lebih detail tentang kompleksitas interaksi antara inflamasi
dan koagulasi pada pasien sepsis dapat dilihat ilustrasinya pada Gambar 2.4.
Singkatnya, kunci untuk memicu koagulasi pada sepsis adalah tissue factor (TF)
yang menginisiasi koagulasi via jalur aktivasi kontak (ekstrinsik). Pada kondisi
normal, hilangnya paparan TF diantara sistem vascular dan kehadiran beberapa
protein sirkulasi seperti protein C, antithrombin, dan tissue factor plasminogen
inhibitor akan memodulasi koagulasi dengan pencegahan aktivasi TF. Ekspresi
TF oleh monosit atau makrofag dan sel parenkim jaringan akan mengaktivasi
beberapa sitokin inflamasi, C-reactive protein (CRP) dan PAMP karena
pemberian LPS. Jumlah yang besar dari TF akan mengekspresikan mikropartikel
yang dapat diidentifikasi pada sampel darah dari pasien sepsis manusia dan hal
ini berhubungan dengan tingkat mortalitas. Mikropartikel ini dilepaskan dari
beberapa sel yang teraktivasi atau mengalami apoptosis seperti platelet, monosit,
eritrosit, dan sel endothelial, dan interaksi antar sel tersebut dengan sel
endothelial dan platelet akan membentuk jalur koagulasi (Liu & Malik, 2006;

Abraham & Singer, 2007 ; Lewis et al., 2012).
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Gambar 2.4 Interaksi antara kaskade koagulasi dan sepsis (Lewis et al.,
2012).

Pada kondisi tidak adanya inflamasi, beberapa mekanisme antikoagulasi
teraktivasi untuk mencegah koagulasi. Thrombomodulin dan endothelial protein
C receptor berinteraksi_dengan thrombin -untuk mengaktivasi protein C (aPC)
dengan interaksi dengan protein S untuk menginaktivasi faktor V. Sel endothelial
juga mengekspresikan Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) dan antithrombin
pada permukaan luminal sel tersebut dan menseksresikan tissue plasminogen
activator (tPA). Banyaknya faktor antikoagulasi seperti protein fase akut negatif
yang konsentrasi pada plasma menurun selama sepsis. Di sisi lain, sitokin
proinflamasi dilepaskan selama sepsis untuk mengaktivasi sel endothelial,

platelet - dan  bersirkulasi ~dengan sel darah putih, memulai untuk
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mengekspresikan tissue factor (TF) dan hilangnya protein antikoagulasi di
permukaan. Pembentukan mikropartikel meningkat bersamaan dengan ekspresi
dari molekul adesi fungsional pada platelet, mikropartikel, monosit, dan sel

endothelial. Konsentrasi antithrombin dalam plasma, aPC, protein S, dan TFPI
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menurun. Setelah memicu jalur contact activation (TF), interaksi mikropartikel
dengan sel endotel dan platelet terjadi pada jalur koagulasi. Kehadiran
komponen jalur koagulasi (kompleks TF-Vlla, Xa, Va, thrombin) dan protease
mengaktivasi protease endothelial protease-activated receptor (PAR) yang
memperbanyak proses inflamasi dengan menstimulasi pelepasan mediator
inflamasi lainnya (TNFa, IL-6, dan CXCL-8), aktivasi platelet dan kematian sel.
Aktivasi sistem contact phase dapat mengaktivasi faktor XlI (faktor Hageman),
akan memicu pembentukan kallikrein (KK) dan bradykinin (BK) (Lewis et al.,

2012).

2.1.6 Kematian Sel pada Sepsis

2.1.6.1 Jalur Kematian Sel

Kematian sel dapat terjadi melalui beberapa cara, meliputi nekrosis,
apoptosis dan autofagi. Ketika terjadi nekrosis, sel mengalami pembengkakan
sitoplasma, disorganisasi struktur organel, terpecahnya membran sel dan
karyolisis pada inti sel (Yasuhara, et al., 2007). Pada saat sel mengalami
apoptosis akan terjadi peristiwa yang berbeda dengan nekrosis. Ciri-ciri sel yang
mengalami apoptosis antara lain, pengkerutan sel (ukurannya menjadi lebih kecil,

sipolasma eosinofilik, permukaan sel tidak rata dan terpisah dari sel di

S

sekitarnya), terjadi kondensasi kromatin (warna menjadi hiperbasophilik dan

bentuk yang tidak teratur), terjadi fragmentasi nukleus (jumlah fragmentasi

NIVERSITA

nukleus berkisar antara 1-5 potongan per sel) dan akan terbentuk apoptotic
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bodies (Kerr, et al., 1994; Silva & Victor, 2009). Autofagi merupakan proses
dimana sel mendegradasi komponen selnya sendiri dengan tujuan untuk
mendaur ulang atau mengurangi konten pada sitoplasma yang berlebihan.
Proses ini seringkali terjadi pada situasi-situasi kritis seperti kelaparan, yang

mana proses ini ditandai dengan pembentukan autofagosom (Klionsky, 2004).

Proses apoptosis dibedakan atas fase inisiasi dan fase eksekusi. Fase
inisiasi ditandai oleh aktivasi caspase. Fase eksekusi terjadi ketika enzim
bereaksi menjadikan sel apoptosis. Terdapat tiga pathway untuk menginduksi sel
menuju apoptosis, yaitu death receptor-pathways, jalur mitokondria dan jalur
retikulum endoplasma (Ashkenazi & Dixit, 1998). Death receptor-pathways
(disebut juga sebagai mekanisme jalur ekstrinsik) diawali oleh ikatan ligan pada
cell surface death receptor sehingga menyebabkan sel mengalami oligomerisasi.
Death receptor mempunyai cytoplasmic domain yang berisi protein interaksi yang
disebut death domain untuk mengirim sinyal apoptosis (Pecorico, 2005). Ligan
untuk kematian sel antara lain yaitu FasL dan TNFa, sedangkan reseptor
kematian sel yang paling sering dipelajari adalah CD95 (Fas atau Apol) dan
TNFRI (p55 atau CD120a) (Ashkenazi & Dixit, 1998).

Jalur mitokondria (mekanisme jalur intrinsik) diinduksi oleh stimulus
internal seperti kerusakan DNA dan stres oksidatif. Jalur intrinsik disebabkan
oleh peningkatan permeabilitas mitokondria sehingga mengaktivasi pelepasan
molekul pro-apoptotis dari famili Bcl-2 ke sitoplasma. Famili Bcl-2 terdiri dari
kurang lebih 18 macam protein antara lain Bim, Noxa, Puma, Bid dan Bad, yang
semuanya berfungsi sebagai regulator apoptosis (Silva & Victor, 2009). Dua
protein yang berfungsi sebagai anti apoptosis adalah Bcl-2 dan Bcl-X. Protein
anti-apoptosis dalam keadaan normal berada disekitar membran mitokondria dan

sitoplasma. Ketika sel kehilangan kemampuan mempertahankan diri atau
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mengalami  stres, Bcl-2 dan atau Bcl-x akan menghilang dari membran
mitokondria dan digantikan kelompok protein pro-apoptotis seperti Bax, Bak dan
Bim. Ketika jumlah Bcl-2/Bcl-x menurun, maka akan terjadi peningkatan
permeabilitas membran mitokondria sehingga menyebabkan keluarnya beberapa
protein yang akan mengaktifkan caspase kaskade (Macdonal, et al., 2004).

Pada mitokondria terdapat faktor proapoptosis seperti sitokrom ¢ dan AlF
(apoptosis inducing factors). Saat keduanya dilepaskan ke sitoplasma maka akan
terjadi aktivasi jalur caspase dan pelepasannya diatur oleh famili Bcl-2 yang
terikat dengan mitokondria, yaitu Bax dan Bad (Silva & Victor, 2009). Sitokrom ¢
adalah protein heme yang berperan sebagai pembawa elektron yang larut dalam
air dalam fosforilasi oksidatif mitokondria. Sitokrom ¢ yang keluar ke sitoplasma
akan berikatan dengan Apaf-1 membentuk CARD (caspase recruitment domain).
Beberapa CARD bergabung membentuk kompleks apoptosom kemudian
mengikat pro-caspase 9 dan mengaktivasinya menjadi caspase 9 (caspase
inisiator). Caspase 9 ini akan mengaktivasi procaspase-3 menjadi caspase 3
yang merupakan caspase efektor yang melaksanakan apoptosis (Fan, et al,.
2005).

Stres pada retikulum endoplasma (RE) juga dapat menginduksi program
kematian sel. Stres pada RE disebabkan karena adanya akumulasi agregat
protein. Fungsi caspase-12 dalam jalur ini-telah dipelajari tapi dengan: hasil yang
masih belum jelas (Nakagawa, et al., 2000; Di Sano, et al., 2006). Caspase-12
dapat mengaktifkan caspase-3, -8 dan -9, sedangkan caspase-12 itu sendiri
dapat teraktivasi oleh Ca2+ dan stres oksidatif (Oyadomari & Mori, 2004).
Caspase-12 diketahui dapat menghalangi aktivasi caspase-1 dan meningkatkan
survival dari syok septik (Saleh, et al., 2006).

Fase inisiasi diawali dengan terikatnya sinyal kematian sel pada reseptor.

Sinyal kematian sel seperti Fas ligand (FasL) dan Tumor Necrosis Factor (TNF)
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secara spesifik dikenali oleh reseptornya seperti Fas dan TNF reseptor (TNFR)-1
di membran plasma sel (Ashkenazi & Dixit, 1998). Fas mampu berikatan dengan
Fas-Associated Death Domain (FADD) dan menyebabkan terjadinya agregasi
DED yang kemudian akan mengarahkan DED berinteraksi dengan DED pada
prodomain  procaspase-8, yang selanjutnya akan menginduksi oligomerisasi
procaspase-8 yang berada pada sisi sitosolik pada membran plasma dan
membentuk kompleks Death-Inducing Signal Complex (DISC). Di dalam DISC,
dua subunit linear dari procaspase-8 akan merapat sehingga menyebabkan
autoaktifasi procaspase-8 menjadi caspase-8. Pada beberapa tipe sel, caspase-8
ini mampu secara langsung mengaktivasi procaspase-3 menjadi caspase-3
(Cowling, et al,. 2002).

Fase eksekusi merupakan fase akhir dari apoptosis yang dibantu kaskade
proteolitik. Famili Caspase terdiri lebih dari 10 macam protein yang mempunyai 2
fungsi dasar yaitu initiator caspase seperti caspase-8, caspase-9 dan
executioner caspase seperti caspase-3 dan caspase-6. Executioner caspase
berikatan dengan sitoskeleton dan nuclear matrix protein yang menyebabkan
gangguan pada sitoskeleton dan terpecahnya nukleus (Macdonal, et al., 2004).
Caspase-3 adalah bentuk aktif dari procaspase-3 dan merupakan faktor kunci
untuk eksekusi apoptosis. Procaspase-3 dapat diaktivasi oleh caspase-3,
caspase-8, caspase-9, caspase-10, protease CPP32 dan granzyme B (Gran B).
Substrat yang dapat di aktivasi oleh caspase-3 yaitu procaspase-3, procaspase-
6, procaspase-9, DNA-PK, PKCy, PARP, D4-GDI (D4 GDP-dissociation
inhibitor), steroid response element-binding protein, U-70kD, dan inhibitor of
caspase-activated deoxyribonuclease (ICAD) (Yuan & Ding, 2002). Caspase-6
dan caspase-7 mempunyai kemiripan yang tinggi dengan caspase-3.

Procaspase-3 dapat diaktivasi oleh caspase-3 tetapi tidak dapat diaktivasi oleh
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Gran B. Caspase-6 juga mampu mengaktivasi procaspase-3 melalui jalur
feedback positif (Sattar, et al., 2003).
2.1.6.2 Respon Akibat Kematian Sel

Pada pasien sepsis, terdapat peningkatan jumlah sel yang mengalami
apoptosis, terutama yaitu sel limfosit, sel dendritik dan sel epitel (Silva & Victor,
2009). Tingkat apoptosis sel berhubungan dengan keparahan gejala sepsis dan
terbukti dengan luaran klinis pasien yang menurun (Le Tulzo, et al., 2002).
Populasi limfosit yang berkurang adalah sel B dan sel T CD4*. Selain
pengurangan jumlah limfosit, sepsis juga menginduksi apoptosis pada sel epitel.
Organ utama yang mengalami peningkatan apoptosis sel epitel antara lain yaitu
usus (Coopersmith, et al., 2002), paru-paru (Perl, et al., 2005), dan hati (Wesche-
Soldato, et al.,, 2007). Kematian sel apoptosis dapat menyebabkan terjadinya
pada sepsis yang diinduksi anergi (keadaan tidak responsif terhadap antigen).
Tipe dari kematian sel menentukan respon imunologi yang diberikan oleh sel
imun. Kematian sel secara apoptosis dapat menginduksi anergi atau sitokin
antiinflamasi yang mengganggu respon terhadap patogen. Kematian sel secara
nekrosis menyebabkan stimulasi sistem imun dan meningkatkan pertahanan

antimikroba (Hotchkiss, 2003).
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Gambar 2.5. Jalur apoptosis pada sepsis (Silva & Victor, 2009)

Respon inflamasi terhadap nekrosis merupakan kejadian yang masih
belum dipahami secara lengkap. Sel yang mengalami nekrosis akan melepaskan
berbagai sinyal yang berbahaya, beberapa dari molekul sinyal tersebut akan
dikenali oleh reseptor sehingga menstimulasi produksi sitokin proinflamasi. Pada
kejadian apoptosis, apabila sel tidak segera difagositosis, sel akan mengalami
sebuah proses yang disebut nekrosis sekunder sehingga sel akan melepaskan
organel intraselulernya dan menginduksi terjadinya inflamasi (Rock & Kono,
2008). Kematian sel secara apoptosis mempunyai peran penting pada sepsis
karena proses tersebut mempengaruhi sel imun. Regulasi kematian sel
merupakan aspek penting dari respon host terhadap adanya infeksi (Thornberry

& Lazebnik, 1998).
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Gambar 2.6 Kematian sel yang diinduksi infeksi bakteri (Silva & Victor,
2009)

Apoptosis diduga berkontribusi terhadap derajat imunosupresi yang
berkontribusi terhadap perpanjangan sepsis. Terdapat dua mekanisme utama
dalam imunosupresi, yaitu program kematian sel pada sel efektor utama, atau
kapasitas sel apoptosis dalam induksi anergi dan respon Th2 (Hotchkiss &
Nicholson, 2006). Ketika sel makrofag atau sel dendritik memfagosit sel
apoptosis, maka keduanya akan melepaskan molekul co-stimulator dengan
kadar yang lebih rendah dari kadar basal (Green & Beere, 2000). Anergi adalah
keadaan dari tidak responsif terhadap antigen. Sel T mengalami anergi pada saat
gagal untuk berproliferasi atau mensekresi sitokin sebagai respon terhadap
antigen spesifiknya. Studi mengenai fungsi sel T pada pasien dengan peritonitis
menunjukkan bahwa terjadi penurunan fungsi Thl tanpa peningkatan produksi
sitokin Th2 (Imboden, 1994; Hotchkiss, 2003).

Pasien dengan sepsis mengalami imunosupresi dengan ciri-ciri yaitu

kehilangan atau terhambatnya hipersensitifitas, kemampuan merespon infeksi,
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dan sebagai predisposisi terhadap infeksi nosokomial. Pada awalnya sepsis
ditandai dengan peningkatan mediator inflamasi, tetapi bila sepsis menetap maka
akan berubah menjadi keadaan antiinflamasi imunosepresif (Hotchkiss, 2003).
Sel T mensekresi sitokin dengan sifat proinflamasi (Sel T helper tipe-1 (Th1l)),
termasuk TNF-a, interferon-y, dan IL-2, atau sitokin dengan sifat antiinflamasi
(Sel T helper tipe-2 [Th2]), contohnya IL-4 dan IL-10. Faktor-faktor yang
menentukan apakah Sel T CD-4 mempunyai respon Thl atau Th2 belum
diketahui, akan tetapi diduga dipengaruhi oleh tipe patogen yang menginfeksi,

ukuran dari inokulum bakteri, dan tempat infeksi (Hotchkiss & Nicholson, 2006).

2.1.7 Kegagalan Sistem Imun pada Sepsis

Pasien yang menderita sepsis mengalami penekanan sistem imun yang
meliputi  hilangnya  penundaan hipersensitivitas,  ketidakmampuan - untuk
membersihkan infeksi, kecenderungan untuk mengalami infeksi nosocomial.
Sepsis dikarakterisasi dengan meningkatnya mediator inflamatori, tetapi sepsis
tetap bertahan pada tubuh host karena pada tubuh penderita sepsis terjadi
perubahan sistem imun dimana akan terjadi penekanan sistem imun
antiinflamatori. Terjadinya penekanan sistem imun pada sepsis menunjukkan
bahwa lipopolisakarida menstimulasi keseluruhan darah pasien sepsis untuk
mengeluarkan  sitokin-inflamatori dalamjumlah yang kecil yaitu TNFa dan
interleukin 1B daripada yang dibutuhkan oleh pasien (Hotchkiss dan Karl, 2003;
Liu & Malik, 2006).

Sel CD4 T yang teraktivasi diprogram untuk mengeluarkan sitokin yang
terlibat dalam sistem imun. Sel ini mengeluarkan sitokin inflamatori (sel T helper
tipe 1 [Th1]), seperti TNFa, IFNy, dan IL-2, atau sitokin dengan antiinflamatori

(sel T helper tipe 2 [Th2]), seperti IL-4 dan IL-10. Faktor yang mendeterminasikan
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apakah sel CD4T memiliki respon Thl atau Th2 masih belum diketahui atau
mungkin terpengaruh oleh tipe patogen, ukuran inokulum bakteri, dan letak
infeksi. Sel mononuklear dari pasien dengan luka bakar atau trauma memiliki
penurunan kadar sitokin Thl tetapi peningkatan kadar sitokin Th2 IL-4 dan IL-10,
dan hal ini tidak akan mendukung survival pasien sepsis. Studi lain menunjukkan
bahwa peningkatan kadar IL-10 pada pasien sepsis bisa digunakan untuk

memprediksi mortalitas (Hotchkiss & Karl, 2003).

2.1.8 Sepsis dan Disfungsi Organ

Sepsis dapat menyebabkan disfungsi organ dikarenakan kegegalan
sistemik sistem imun dalam mengatasi infeksi yang masuk kedalam tubuh.
Disfungsi organ pada sepsis ditandai dengan adanya hipoperfusi jaringan dan
hipoksia, asidosis laktat, oliguria, atau pengubahan fungsi cerebral. Pemberian
treatment dengan antibiotik, pemberian resuscitation cairan, dan teknologi yang
dapat membantu kerja organ, tingkat mortalitas pasien sepsis masih mencapai
35%. Kebanyakan infeksi disebabkan oleh bakteri dan mayoritas pasien
mengalami disfungsi paru-paru- yang berhubungan dengan ketidakstabilan
kardiovaskular dan memburuknya fungsi ginjal. Beberapa faktor yang terlibat
dalam patogenesis kegagalan organ seperti endokrin dan sistem -imun,
disseminated intravascular coagulation (DIC), faktor genetic, dan kekacauan
energi metabolisme, kemungkinan pada mitokondria (Brown et al., 2006; Liu &

Malik, 2006; Abraham & Singer, 2007).

34



=
l._). Bacteria
< - >
- \
|
-
o = \
s
8 Neutrophil De::ﬁhi:: ache)
= | =
_—
Apoptotic
cell
inflammatory
products -
B

Anergy

A < /
nergy ) CD4
\ T cell
{Th2) Antiinflammatory — — {Th2) Antiinflammatory
ortokines ortokines

(Th1) Inflammatory {Th1) Inflammatory
ortokines cortokines

Gambar 2.7 Respon sistem imun terhadap patogen, melibatkan cross-talk
antara banyak sistem imun termasuk makrofag, sel dendritik,
dan sel T CD4 (Sumber: Hotchkiss dan Karl, 2003). Makrofag dan sel
dendritik teraktivasi dan mencerna bakteri dan menstimulasi sitokin (IFN-y)
yang disekresikan oleh sel T CD4. Sel T CD4 mempunyai profil antiinflamasi
(sel helper tipe 2 [Th2]) yang mensekresikan IL-10 yang berperan menekan
aktivasi makrofag. Sel T CD4 teraktivasi oleh stimulasi makrofag dan sel
dendritik. Contohnya, makrofag dan sel dendritik mensekresikan IL-12 yang
mengaktivasi sel T CD4 untuk mensekresikan sitokin inflamatori (sel helper
tipe 1 [Thl]). Tergantung pada beberapa faktor diantaranya jenis organisme
dan letak infeksinya, makrofag dan sel dendritik akan merespon dengan
menginduksi sitokin inflamatori atau anti inflamatori atau menyebabkan
penurunan global pada produksi sitokin (anergy). Makrofag dan sel dendritik
yang telah mencerna sel nekrosis akan menginduksi profil sitokin inflamatori
(Thl). Pencernaan sel apoptosis dapat menginduksi profil sitokin anti
inflamatori yang lain atau anergy. Tanda plus mengindikasikan terjadinya
up-regulasi, tanda minus mengindikasikan down-regulasi, apabila tanda plus
dan minus bersamaan maka up-regulasi dan down-regulasi terjadi
bersamaan, bergantung pada beberapa faktor (Hotchkiss & Karl, 2003).

Neutrofil berperan penting dalam melawan infeksi bakteri dimana dapat
terjadi neutropenia (setelah kemoterapi), yang meningkatkan kerentanan

terhadap infeksi ‘dan sepsis. = Aktivasi neutrofil 'yang berlebihan dapat

S

meningkatkan kerusakan jaringan. Disfungsi organ meningkat pada pasien

sepsis, salah satunya dipengaruhi oleh aktivasi neutrofil yang berlebihan dalam
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mengatasi infeksi sehingga beberapa studi klinis memanfaatkan neutrofil sebagai
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agen terapi pada pasien sepsis (Brown et al., 2006; Hotchkiss & Karl, 2003).

Neutrofil berperan penting dalam eliminasi patogen bakteri karena
memiliki enzim proteolitik yang sangat besar dan cepat memproduksi reactive
oxygen species untuk mendegradasi patogen yang terinternalisasi. Jika faktor
litik atau sitokin proinflamatori dilepaskan secara ekstraseluler dari jaringan yang
terinfiltrasi  neutrofil maka akan terjadi kerusakan lokal. Neutrofil akan
menginduksi kerusakan jaringan pada lokasi terjadinya lokalisasi infeksi bakteri,
pada tahap yang lebih ekstrim, akan memicu pembentukan nanah (abscess)
meskipun infiltasi jaringan atau kerusakan organ pada situasi ini sangat jarang
(Brown et al., 2006; Liu & Malik, 2006; Abraham & Singer, 2007).

Pemeriksaan pada spesimen autopsi pasien dengan kegagalan multiple
organ membuktikan adanya lokalisasi neutrofil dan teragregasi pada pembuluh
darah ginjal dan terjadi infiltrasi pada paru-paru. Pada kondisi Acute Respiratory
Distress Syndrome (ARDS), beberapa kerusakan paru-paru akut berhubungan
dengan sepsis, intensitas neutrofil yang terinfiltrasi berhubungan dengan
kerusakan fungsi paru-paru (Brown et al., 2006; Liu &Malik, 2006; Abraham &
Singer, 2007).

Selama inflamasi sistemik, terjadi mekanisme homeostasis yang disertai
oleh- mikrosirkulasi termasuk hiperaktivasi endothelial, deposisi - fibrin,
terhambatnya vascular, dan terganggunya oksigenasi pada jaringan. Supresi
fungsi neutrofil pada sepsis dapat meredakan kegagalan organ, tetapi
pengaturan atau peningkatan aktivitas neutrofil dapat mengiliminasi inisiasi
patogen. Neutrofil membutuhkan 14 hari perkembangan dalam bone marrow dan
akan tersimpan sebelum dilepaskan kedalam darah, neutrofil membutuhkan 12-
14 jam untuk transit dari circulating pool (axial stream) menuju marginating pool
(kontak dengan dinding pembuluh darah). Ketika tidak terjadi infeksi bakteri,

neutrofil memasuki organ retikuloendotelial, seperti liver, atau kembali kedalam
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bone marrow untuk mengalami apoptosis. Neutrofil yang mengalami penuaan
akan mengkerut membentuk body apoptosis yang akan difagosit oleh makrofag
disekitarnya, hal ini mencegah terjadinya kerusakan jaringan oleh faktor litik yang
dikeluarkan oleh sel yang mengalami penuaan (senescent) (Brown et al., 2006;
Lewis et al., 2012).

Kriteria klinis sepsis termasuk jumlah neutrofil yang tinggi, rendah, atau
mengandung lebih dari 10% sel immature. Tingginya jumlah neutrofil darah
terjadi karena rekruitmen yang berlebihan dari bone marrow, kembalinya sel
marginated kedalam circulatory pool atau keduanya. Sampai saat ini, masih
belum ada strategi terapi yang bertujuan untuk mereduksi jumlah neutrofil pada
sepsis, hal ini dikarenakan sirkulasi neutrofil yang banyak diasumsikan lebih baik
daripada terlalu sedikit selama infeksi bakteri. Eliminasi bakteri tergantung pada
kecepatan rekruitmen neutrofil darah menuju lokasi infeksi. Neutrofil harus
binding pertama kali pada dinding sel pembuluh darah sebelum bermigrasi di
sekitar jaringan sebagai respon terhadap stimuli kimia (chemotaxis) (Brown et al.,

2006; Remick, 2007).
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Gambar 2.8 Pelekatan neutrofil pada endothelium sebagai tempat infeksi.
Ikatan dari sirkulasi neutrofil pada venula postcapillary berdekatan dengan
tempat infeksi bergantung pada tiga faktor yaitu rolling neutrofil pada
endothelium, aktivasi neutrofil oleh stimuli inflamasi yang diekspresikan
pada permuakaan endothelial, dan adesi yang kuat. (A) Selectin pada
neutrofil (L-selectin) dan pada sel endothelial (E-selectin dan P-selectin)
mengenali motif komplemen karbohidrat yang menginduksi rolling atau
tethering (ikatan) dari neutrofil. (B) lkatan yang berinteraksi dengan
molekul inflamatori (platelet-activating factor dan IL-8), yang diekspresikan
pada endothelium meningkat selama infeksi. Aktivasi neutrofil oleh molekul
inflamatori ini meningkat pada permukaan yang ditandai dengan adanya
ekspresi 32 integrin, CD11a, dan CD11b, yang akan memicu firm adhesi
kedalam endothelium. (C) Neutrofil pada kondisi sehat, firm adhesion
dipicu oleh CD1l1la dan CD11b yang berinteraksi dengan CD54 yang
mengalami up regulasi oleh pembentukan lokal sitokin proinflamatori
(TNFa dan IL-1). Neutrofil pada pasien sepsis, terjadi interaksi molekul
yang sama tetapi juga terjadi peningkatan intensitas dan tempat interaksi.
Ikatan antara CD49d dengan CD106 sebagai akibat induksi TNFa dan IL-
1, dan kemungkinan disebabkan oleh ekspresi molekul lainnya (X) (Brown
et al., 2006).

Neutrofil dari pasien sepsis menunjukkan adanya peningkatan
internalisasi dan destruksi mikroorganisme, meskipun mekanismenya masih

belum jelas apakah terjadi fagositosis atau penghalangan pada tempat infeksi.
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Neutrofil dapat mengikat bakteri jika patogen tersebut diselubungi oleh IgG.
Afinitas yang kuat dari reseptor terhadai IgG dimiliki oleh CD64, dan protein ini
dipertimbangkan menjadi marker neutrofil yang teraktivasi. Ekspresi ini diinduksi
oleh. IFNy dan GM-CSF. Kebanyakan neutrofil dari pasien sepsis
mengekspresikan CD64, dan up regulasi CD64 pada neutrofil neonatal dapat
dijadikan indikator terjadinya sepsis. Peningkatan ekspresi CD64 berhubungan
dengan ledakan aktivitas respirasi dan molekul ini terdapat pada kebanyakan
neutrofil yang mengikat endothelium, interaksi ini adalah penghalangan oleh
antibodi anti-CD64. Pengikatan bakteri juga terjadi via CD14, reseptor untuk LPS
dan reseptor ini terdapat pada semua monosit. Reseptor ini lemah terekspresi
pada neutrofil tetapi menjadi up regulasi jika terjadi respon terhadap infeksi
bakteri. Reseptor lainnya yang meningkatkan fagositosis dan pengenalan bakteri
diantaranya reseptor C3b yang mengikat peptida komplemen C3b; dan CD16
dan CD32 yang serupa dengan CD64 juga mengikat Fc site (tail region) dari IgG.
Semua reseptor ini terekspresi pada neutrofil dari pasien dengan sepsis (Brown

et al., 2006; Benjamin et al., 2004).
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Gambar 2.9 Rekruitmen neutrofil terhadap infeksi bakteri pada jaringan
non-pulmonary (A) individu sehat dan (B) pasien sepsis.
Sebagai respon terhadap infeksi bakteri, sitokin (G-CSF/GM-CSF)
terbentuk, yang menginduksi pelepasan nautrofil dari bone marrow. (A)
Pada kondisi normal, besarnya jumlah neutrofil dalam darah memasuki site
infeksi bakteri oleh pelekatan pertama untuk mengaktifkan endothelium
local postcapillary venules (PCV) sebelum migrasi menuju faktor
chemotactic (C5a, fMLP, leukotriene B, IL-8) yang diproduksi oleh sumber
infeksi. Eliminasi bakteri Gram positif didukung oleh neutrofil yang
mengekspresikan Toll-like receptor 2 (TLR2), dimana bakteri Gram negatif
berhubungan dengan neutrofii TLR4. Ekspresi TREM-1 (memicu
terekspresinya reseptor pada sel myeloid) pada neutrofil terjadi pada
semua infeksi bakteri. Kemudian, bakteri dirusak dengan fagositosis. (B)
Pada pasien sepsis, setelah stimulasi neutrofil darah karena adanya faktor
inflamasi (IL-1, TNFa, G-CSF, Cb5a, nitric oxide) atau produk bakteri (LPS
atau lipoteichoic acid), permukaan integrin dan CD64 (afinitas tinggi
reseptor Fc yang mengikat monomer IgG) mengalami up regulasi untuk
memicu adesi endothelial ke dalam venula postkapiler. Beberapa faktor ini
juga mengalami down regulasi sehingga banyak neutrofil yang terikat pada
endothelium tetapi memiliki respon yang rendah dibandingkan neutrofil
yang sehat. LPS= lipopolisakarida, LTB4= leukotriene B, Area merah=
bakteri Gram positif, Area hijau= bakteri Gram negatif (Brown et al., 2006).
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Pada sepsis terlihat adanya dikotomi fungsional neutrofil = yang

berhubungan dengan respon terhadap infeksi bakteri. Pada jaringan non-
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pulmonary, banyaknya neutrofil yang menuju site infeksi terhalangi kemungkinan
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karena ikatan endothelial yang berlebihan sehingga mereduksi respon
chemotactic, hal ini berlawanan dengan infiltrasi yang kuat dari sel ini kedalam
jaringan pulmonary yang terinfeksi (gambar 8). Berkumpulnya neutrofil ini dapat

dijadikan kunci inisiasi kerusakan multiple organ. Ikatan neutrofil pada dinding
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pembuluh darah kemungkinan dimediasi oleh ekspresi abnormal dari molekul
adesi yang berbeda dari ikatan ini kedalam endothelium pulmonary, atau oleh

molekul yang memiliki ikatan kuat dengan ligan endothelial.
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Gambar 2.10 Mekanisme neutrofil yang memediasi kerusakan organ pada
sepsis. (A) Jaringan non-pulmonary mengalami kerusakan secara tidak
langsung dari penambahan ikatan neutrofil terhadap dinding pembuluh
darah. Neutrofil (biru) terikat dengan kuat pada venula postkapiler
endothelium yang menyebabkan terjadinya hambatan vaskuler sehingga
memicu hipoksia dan hipoperfusi jaringan. Alternatifnya, neutrofil (merah)
dilengkapi oleh sirkulasi faktor inflamatori yang terikat pada endothelium,
dan menjadi siap teraktivasi oleh chemokin (segitiga) yang diekspresikan
pada permukaan endothelial sebagai respon inflamasi. Sebagai respon
yang tidak menguntungkan dari aktivasi ini, neutrofil akan melepaskan
faktor litik yang menginduksi disfungsi endothelial, membuka junction
interseluler, dan meningkatkan permeabilitas vaskuler. (B) Pada paru-paru,
infiltrasi  neutrofil menginduksi  kerusakan 'secara langsung. Neutrofil
mengikat kapiler endothelium dan merespon stimuli chemotactic yang
diproduksi . oleh -mikroorganisme yang - berasosiasi dengan infeksi
pulmonary, neutrofil bermigrasi ke sekitar parenkim dan ruang alveolar.
Ketika neutrofil teraktivasi, infiltrasi neutrofil akan menginduksi kerusakan
jaringan secara langsung melalui pelepasan ekstraseluler oleh enzim
proteolitik dan radikal oksigen. Kedua mekanisme kerusakan organ
tersebut dapat terjadi secara bergantian jika terjadi kerusakan pada
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dinding pembuluh darah karena ikatan neutrofil yang kuat sehingga
neutrofil lainnya akan menuju site infeksi (Brown et al., 2006).

Kerusakan organ terjadi karena neutrofil memiliki efek yang lemah pada
fungsi sel endothelial berhubungan dengan mekanisme patologis yang lain pada

sepsis. Neutrofil adalah sumber sitokin proinflamatori dimana ekspresinya
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dikontrol oleh NFkB yang terekspresi dengan tinggi pada pasien sepsis. Sekresi
sitokin oleh neutrofil terbatas pada dinding pembuluh darah dapat merubah
komponen thrombogenic sel endothelial menjadi kondisi prokoagulan dengan
inisiasi disseminated intravascular coagulation (DIC), dan induksi produksi nitric
oxide pada endothelial dan sel otot halus. Induksi hipotensi pada septic shock
melepaskan nitric oxide yang tidak cocok dengan metabolisme jaringan via
penghambatan enzim mitokondria dan berdampak pada pembentukan nitric
oxide dari neutrofil tersebut. Pada paru-paru, terjadinya kerusakan organ karena
kerusakan alveolus, Kkerusakan membran, dan gangguan mekanisme
pembersihan cairan pada alveolus. Besarnya jumlah neutrofil yang memasuki
jaringan alveolus akan mensekresikan enzim proteolitik dan radikal oksigen yang
merespon aktivasi yang tidak menguntungkan oleh faktor inflamasi lokal atau
produk bakteri (Brown et al., 2006; Liu & Malik, 2006 ; Abraham dan Singer,

2007).

2.1.8.1 Mekanisme Disfungsi Organ

Beberapa polimorfisme genetik berhubungan dengan sepsis diantaranya
adalah substitusi dari G menjadi A pada promoter TNF-a posisi 308. Famili Toll-

like receptor (TLR) menginduksi aktivasi seluler setelah infeksi produk mikrobia

S

yaitu lipopolisakarida. Polimorfisme reseptor TLR4 berhubungan dengan

penurunan aktivasi - seluler ' dan  reaktivitas bronchial setelah paparan
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lipopolisakarida dan predisposisi syok dengan organisme Gram negatif (Balk dan
Goyette, 2001 ; Abraham & Singer, 2007;).

Peningkatan aktivasi transkripsi nuclear factor-kB terjadi pada sepsis dan
kerusakan ' paru-paru akut. Nuclear factor-kB meregulasi banyak mediator
proinflamatori yang berhubungan dengan disfungsi organ, berhubungan dengan
peningkatan aktivasi nuclear factor-kB. l|katan antara TLR4 dengan
lipopolisakarida, atau TLR2 dengan produk bakteri Gram positif seperti
peptidoglikan menghasilkan peningkatan translokasi nuklear dari nuclear factor-
KB setelah aktivasi upstream kinase. Reseptor IL-1 berhubungan dengan kinase
pada perubahan asam amino pada posisi 532 sekitar 25% pada orang berkulit
putih. Pasien sepsis dengan reseptor IL-1-associated kinase variant haplotype
memiliki peningkatan aktivasi nuclear factor-kB, memiliki ventilatory support lebih
besar, membutuhkan vasopressor yang lebih besar dan meningkatkan laju
kematian (Liu & Malik, 2006 ; Abraham & Singer, 2007).

Selain sitokin, nitric axide (NO) dan reactive oxygen species (ROS) juga
terlibat dalam mekanisme patologis disfungsi organ pada sepsis. NO terlibat
dalam relaksasi otot halus dan meningkatkan pelepasan NO berkontribusi dalam
induksi hipotensi pada sepsis. NO juga menyebabkan aktivasi beberapa jalur
proinflamasi pada sepsis. ROS berperan dalam produksi disfungsi organ pada
sepsis dan kerusakan paru-paru akut. Meskipun scavenger non spesifik ROS
tidak mampu menghambat mortalitas secara signifikan tetapi molekul seperti
selenium atau mimetics dari superoxide dismutase ekstraseluler dapat
dimanfaatkan sebagai pengangkal ROS. Seperti NO, ROS juga penting dalam
menginduksi jalur intraseluler yang berhubungan dengan inflamasi akut dan
disfungsi sistem organ. Peningkatan jumlah heat shock protein (HSP) terjadi

selama sepsis. HSP 90 memiliki efek perlindungan. Overekspresi HSP 90 dan
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mungkin HSP yang lainnya dapat menurunkan mortalitas dan kerusakan jaringan
pada hewan model sepsis (Abraham & Singer, 2007; Baptiste, 2007).

Selama sepsis, aktivasi awal dari sel imun seperti monosit/makrofag,
limfosit, dan neutrofil diikuti dengan down regulasi aktivitas mereka. Hal ini
memicu  terjadinya imunoparesis dan = meningkatkan resiko superinfeksi.
Keseimbangan antara respon proinflamasi dan anti-inflamasi dipengaruhi lokal
oleh sel yang berbeda diantara kompartemen. Sirkulasi monosit dan makrofag
yang bermigrasi menuju lokasi inflamasi dipengaruhi oleh signaling atau
fagositosis. Kondisi lokal mempengaruhi respon imun seluler (Carcillo, 2003).
Kadar antioksidan lokal seperti glutathione dan konsentrasi substrat pada
jaringan seperti arginin dan glutamine meningkat ketika terjadi inflamasi. Limfosit
darah tepi mereduksi kapasitas untuk proliferasi, monosit melemahkan ledakan
respiratory, dan neutrofil mereduksi aktivitas fagositosis. Paru-paru, ginjal dan
organ lainnya mengalami disfungsi organ selama sepsis akut. Hal ini dikarenakan
adanya sirkulasi sistemik mediator dari kompartemen teraktivasi yang akan
melewati organ-organ penting dalam tubuh tersebut (Abraham & Singer, 2007,
Baptiste, 2007).

Beberapa mekanisme pada sepsis yang menginduksi disfungsi organ
masih belum diketahui dengan jelas. Sirkulasi dipengaruhi oleh jumlah
makrosirkulasi dan mikrosirkulasi akan menyebabkan perfusi jaringan dan fungsi
normal organ. Terjadinya perubahan oksigen dan substratnya, sel bereaksi
terhadap sepsis dengan memaodifikasi perilaku, fungsi dan aktivitas sel mereka.
Contohnya, kerusakan seluler secara langsung pada sepsis melibatkan
peroksidasi membran lipid, kerusakan atau modifikasi protein seperti enzim,
reseptor, dan transporter, dan kerusakan DNA (Abraham & Singer, 2007;

Remick, 2007).
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Gambar 2.11 Jalur sistemik disfungsi organ pada sepsis (Abraham &
Singer, 2007)

Pada sepsis, meningkatnya hipotensi disebabkan adanya kombinasi
hipovolemia sekunder menjadi redistribusi cairan eksternal dan internal,
vasodilatasi, dan hiperaktivitas. Beberapa faktor yang mempengaruhi
diantaranya produksi berlebih dari NO dan metabolismenya, aktivasi vascular
potassium channel,-dan_perubahan jumlah hormon (cortisol, vasopressin) atau
respon vascular terhadap hormon ini (Abraham & Singer, 2007; Remick, 2007;
Baptiste, 2007).

Perubahan metabolik yaitu terjadinya hiperglikemia berperan dalam

patogenesis kegagalan organ pada sepsis. Toksisitas akut dari jumlah glukosa

AS

yang tinggi mungkin berhubungan dengan overload glukosa seluler dan

menghasilkan stress oksidatif pada hepatosit, neuron, mukosa usus, tubulus

ginjal, imun, dan sel endothelial. Hiperglikemia menyebabkan kerusakan oksidatif

<

<
-2
2

==

45



serius pada mitokondria. Kerusakan ini terlihat jelas pada hepatosit akibat
postmortem dari sepsis nonsurvivor dimana mitokondria otot terjadi down
regulasi GLUT-4. Hiperglikemia juga memproduksi beberapa efek metabolic dan

non metabolic seperti perubahan sirkulasi lipid, disfungsi endothelial, penurunan
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fungsi neutrofil termasuk fagositosis dan aktivitas opsonic. Beberapa perubahan
ini- berakibat negatif pada fungsi organ dan daya tahan pasien sepsis (Remick,
2007; Baptiste, 2007). Kekacauan metabolisme pada sepsis merupakan respon
terhadap kerusakan dan penurunan pemasukan makanan. Terapi intervensi
seperti catecholamines dapat meningkatkan resistensi insulin dan lipolisis
(Abraham & Singer, 2007).

Paru-paru terlibat dalam proses inflamasi awal dengan neutrofil
teraktivasi, edema interstitial, kehilangan surfaktan, dan fibrinous ‘alveolar
exudates. Patologi dikarakterisasi dengan infiltrasi sel mononuclear, proliferasi
pneumocytes tipe Il, dan fibrosis interstitial yang menginduksi kerusakan paru-
paru dan toksisitas oksigen. Apoptosis dapat diinisiasi dengan mediasi reseptor
dan jalur mitokondria. Pembentukan reseptor “death” yang dipicu oleh ligan
protein pada permukaan sel efektor atau fase soluble di sekitar cairan
ekstraseluler. Fas (CD95) adalah salah satu protein reseptor membran yang
memediasi apoptosis via aktivasi caspase (protease intraseluler) - yang
menghasilkan cleavage DNA. Soluble FasL meningkat signifikan pada cairan
bronchoalveolar yang diambil dari pasien dengan resiko kerusakan paru-paru
akut. Akumulasi soluble FasL akan membentuk fenotip proinflamasi pada
makrofag alveolar dan sel mononuclear baru. Tetapi masih belum diketahui

dengan jelas hubungan apoptosis dengan faktor resiko kerusakan paru-paru akut

S

seperti pada sepsis (Balk & Goyette, 2001; Abraham & Singer, 2007; Baptiste,
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Patogenesis pada kerusakan paru-paru dipengaruhi oleh ROS. Selain
efek dari sitotoksik secara langsung, ROS berperan penting dalam respon
inflamasi yang dimediasi oleh perubahan keseimbangan oksidan/antioksidan,
sinyaling redoks, dan reaksi katabolisme iron. Ketersediaan iron juga meregulasi
aktivitas transkripsi hypoxia inducible factor (HIF) sebagai respon kadar oksigen
yang rendah dengan up regulasi ekspresi beberapa gen, termasuk mengkode
vascular endothelial growth factor (VEGF), erythropoietin, dan inducible heme
oxygenase-1. Katabolisme heme oleh heme oxygenase-1 memproduksi karbon
monoksida, bilirubin, dan iron bebas. Meskipun heme oxygenase-1 berperan
sebagai cytoprotective, ini dapat memproduksi kerusakan paru-paru pada hewan
model sepsis. Pada tikus yang mengalami overload iron, heme oxygenase-1
mengalami up regulasi lebih cepat pada paru-paru dibandingkan organ tubuh
yang lain (Balk & Goyette, 2001; Abraham & Singer, 2007; Baptiste, 2007).

Pasien sepsis mengalami kerusakan otak dengan ciri_Kklinis
encephalopathy yaitu agitation, kekacauan, dan koma. Pada studi autopsi pasien
sepsis terdapat beberapa lesi cerebral yaitu ischemia hemorrhage (26%),
microthrombi  (9%), microabscesses (9%), dan multifocal necrotizing
leukoencephalopathy (9%). Kerusakan otak akibat mikroorganisme dan inflamasi
terjadi dengan beberapa jalur yang berbeda. Difusi langsung dari
mikroorganisme dan mediator inflamasi kedalam stuktur cerebral akan merusak
barrier darah dalam otak, aktivasi endothelial dan kebocoran atau difusi pasif dari
sitokin dan produk bakteri seperti lipopolisakarida (LPS), dan input via serat
sensor afferent dalam vagus. Otak kemudian akan melakukan respon modulatori
yang kuat via tiga jalur efferent: hypothalamic-pituitary-adrenal axis, sistem saraf
sympathetic, dan jalur anti-inflamasi cholinergic. Efek sepsis pada otak akan
mempengaruhi organ yang lain dengan menstimulasi respon neuroendokrin dan

gangguan keseimbangan - antara sistem saraf pusat dan sistem imun,
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menghasilkan perubahan fungsi imunologis. Imunomodulator neurotransmitter
dari host dan mediator neuroendokrin akan diriliskan pada sepsis, termasuk
sensory neuropeptides, calcitonin  gene  related peptide, substance P,

corticotrophin-releasing factor, dan a-melanocyte-stimulating hormone (Abraham
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& Singer, 2007; Tandon & Tsao, 2008).

Regulasi sistem neuroendokrin terhadap respon stres pada beberapa
kondisi normal. Pelepasan awal dari catecholamines, corticotrophin-releasing
factor, vasopressin, dan oksitosin diikuti dengan sekresi hormon
adrenocorticotropic pituitary, kemudian prolaktin dan hormon pertumbuhan.
Akibatnya terjadi pelepasan hormon dari organ target (contohnya glukokortikoid
dari kelenjar adrenal, rennin dari ginjal, dan glucagon dari pankreas). Pada
sepsis, respon normal ini akan terganggu. Sebagai contoh, NO diekspresikan
pada -otak dapat menginduksi apoptosis pada neuron dan sel mikroglial,
meskpiun terlihat sebagai target untuk neuroendokrin dan nukleus autonomic.
Pada paru-paru, apoptosis terlihat lebih berbahaya daripada otak karena pada
otak terdapat produksi faktor proapoptosis seperti neuronal cytochrome C yang
menyediakan perlindungan pada sepsis (Abraham & Singer, 2007 ; Tandon &
Tsao, 2008).

Sistem hepatosplanchnic tidak secara langsung dipengaruhi oleh sepsis,
tetapi seperti otak -dan paru-paru, dapat juga dipengaruhi oleh organ yang
lainnya. Pengeringan limfatik dan perubahan permeabilitas epitel intestinal
memberikan penyerapan sistemik secara langsung dan tidak langsung dari
mediator proinflamasi dan toksin dari mikroba Iluminal. Enterocytes dapat

membentuk sitokin proinflamasi, termasuk HMGB1. Sepsis menginduksi

S

gangguan barrier epitel yang terjadi secara luas pada seluruh tubuh, dari usus

NIVERSITA

hingga ginjal, paru-paru hingga otak. NO dan metabolismenya peroxynitrite
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terlibat dalam regulasi dan fungsi dari ekspresi protein tight junction, dan terlibat
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dalam modulasi aktivitas pompa membran, Na*, K*-adenosine triphosphatase

(Tandon & Tsao, 2008; Baptiste, 2007).

Pengeringan sistem portal akan berpengaruh langsung pada hati. Suplai
darah kedalam hati akan secara langsung didapatkan dari sirkulasi sistemik. Hal
ini digunakan untuk mendeteksi adanya mikroba atau produk mikrobia dari usus
atau sistemik. Usus adalah tempat primer untuk pembersihan endotoksin bakteri
dan produksi sitokin proinflamsi dapat menyebabkan efek jangka panjang pada
paru-paru. Liver juga terlibat dalam produksi protein fase akut sehingga pada
sepsis dan syok sepsis dapat terjadi disfungsi liver (Abraham & Singer, 2007;
Baptiste, 2007; Tandon & Tsao, 2008).

Beberapa tanda disfungsi organ akut yang terjadi pada sepsis diantaranya

(Balk & Goyette, 2001; Baptiste, 2007):

a. Disfungsi respiratori dapat didefinisikan dengan perubahan status oksigenasi,
ditandai dengan penurunan rasio PaO/FiO, atau membutuhkan suplemen
oksigen, peningkatan kadar PEEP, dan atau membutuhkan pertolongan
ventilator. Gradasi dari ketiga parameter ini mengindikasikan keparahan atau
disfungsi dengan karakterisasi FiO, = 0.40, PEEP = 5-10 cmH,O dan atau
pertolongan ventilator selama = 72 jam.

b. Disfungsi renal dapat diketahui dengan perubahan output urin atau serum
creatinine. Tanpa memperhatikan polyuria atau oliguria, jumlah serum
creatinine = 20 mg/l (> 2 mg/dl) yang mengindikasikan kegagalan ginjal,
sehingga membutuhkan dialysis atau terapi lain untuk menjaga
keseimbangan cairan, asam basa dan atau homeostasis elektrolit.

c. Disfungsi kardiovaskuler diindikasikan dengan hipotensi, atrial atau
ventricular arrhythmias, membutuhkan bantuan inotropic atau vasopressor

dan meningkatnya filling pressure (seperti CVP, PCWP). Gradasi dari
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beberapa parameter, laju jantung dan rasio CVP:MAP digunakan untuk
mendefinisikan keparahan disfungsi atau kegagalan kardiovaskuler.

Disfungsi hepatic dikarakterisasi dengan penyakit kuning, hiperbilirubinaemia
atau meningkatnya jumlah serum dari enzim hepatic, dan frekuensi yang
rendah dari hipoalbuminaemia atau prothrombin time (PT) dalam jangka
waktu yang lama. Kegagalan ginjal dapat didefinisikan dengan parameter
seperti serum bilirubin > 20 mg/l (> 2 mg/dl) selama 48 jam, dengan kenaikan
glutamate dehydrogenase dua kali daripada jumlahnya pada kondisi normal.
Disfungsi ~ haematologic  dikarakterisasi ~ dengan  thrombocytopenia,
leukocytosis atau leucopenia, dan biomarker dari coagulopathy, termasuk
abnormalitas PT, activated partial thromboplastin time (APTT), produk fibrin,
D-dimer atau beberapa kejadian DIC.

Disfungsi gastrointestinal dikarakterisasi dengan adanya pendarahan,
intoleransi terhadap suplai nutrisi tambahan, intestinal ischaemia atau
infraksi, acalculous cholecystitis, pakreatitis, perforasi usus besar, ileus dan
necrotizing enterocalitis.

Disfungsi neurologic dikarakterisasi dengan perubahan kadar kesadaran dan
fungsi sistem saraf pusat (CNS), dan biasanya dikuantifikasikan Glasgow
coma Coma scoreScore. Encephalopathy diindikasikan dengan beberapa
kriteria subyektif seperti psychosis, kekacauan, coma dan obturation.
Disfungsi endokrin lebih sulit dikenali daripada sistem organ yang lain. Hal ini
mungkin terlibat dalam disfungsi adrenal atau termanifestasi dalam
hiperglikemia, hipertrigliserida, hipoalbuminaemia, hilangnya berat badan,
cachexia, dan hiperkatabolisme.

Disfungsi imunologis juga sulit dievaluasi, hal ini mungkin diindikasikan
dengan perkembangan infeksi nosocomial, peningkatan leukositosis, pyrexia,

dan perubahan aktivitas imunitas.
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2.1.8.2 Gagal Kardiovaskuler

Sistem organ paling penting yang terkena dampak sepsis dan syok sepsis
adalah  sistem kardiovaskuler. Disfungsi kardiovaskuler pada sepsis
meningkatkan laju mortalitas dari 70% menjadi 90% dan hanya 20% pasien
sepsis yang tidak mengalami disfungsi kardiovaskuler. Oleh karena itu, disfungsi
myocardial pada sepsis menjadi fokus penelitian meskipun mediator dan jalur
yang menunjukkan hubungan depresi myocardial dengan sepsis masih belum
diketahui dengan jelas (Merx & Weber, 2007; Remick, 2007).

Studi echocardiographic menunjukkan adanya ketidakcocokkan fungsi
sistolik ventricular kiri dan diastolik pada pasien sepsis, penurunan kontraktil dan
ketidaksesuaian compliance myocardial yang menyebabkan disfungsi myocardial
pada sepsis. Meskipun terjadi perbedaan fungsi dan struktur antara ventrikel kiri
dan kanan, perubahan fungsi yang serupa telah diobservasi pada ventrikel kanan
dan menunjukkan bahwa disfungsi ventrikel kanan pada sepsis bersifat paralel
dengan disfungsi ventrikel kiri. Meskipun kontribusi ventrikel kanan dalam
cardiomyopathy sepsis masih belum diketahui dengan jelas (Merx & Weber,
2007; Abraham & Singer, 2007).

Depresi kardiak selama sepsis kemungkinan disebabkan oleh banyak
faktor. Teori awal depresi myocardial pada sepsis didasarkan pada hipotesis
global myocardial ischemia meskipun pasien sepsis menunjukkan tingginya
aliran coronary blood dan berkurangnya coronary artery-perbedaan coronary
sinus oxygen. Pada sirkulasi peripheral, perubahan ini menyebabkan gangguan
aliran autoregulasi atau gangguan penggunaan oksigen. Coronary sinus blood
pada pasien syok sepsis menunjukkan terjadinya perubahan kompleks metabolik
pada myocardium sepsis, termasuk peningkatan ekstraksi laktat, penurunan

ekstraksi asam lemak bebas, dan penurunan uptake glukosa. Pemeriksaan pada
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mencit model sepsis dengan resonansi magnetik diketahui adanya energi fosfat
tinggi pada myocardium. Pasien sepsis mungkin mengalami coronary artery
disease (CAD), regional myocardial ischemia atau infraksi sekunder CAD yang
tidak terdiagnosis. Faktor pembentukan CAD pada sepsis akan mengakibatkan
terjadinya inflamasi dan mengaktifkan sistem koagulasi. Endothelium berperan
penting dalam sepsis tetapi belum dapat diketahui hubungan antara CAD dengan

disfungsi endothelium pada sepsis (Merx & Weber, 2007; Abraham & Singer,

2007).
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Gambar 2.12 Sinopsis mekanisme disfungsi myocardial pada sepsis. MDS
mengindikasikan myocardial depressant substance.

Myocardial depressant substance (MDS) yang terlibat pada disfungsi
myocardial akan menyebabkan peningkatan konsentrasi IL-1, IL-8, dan C3a.
Lisozim c, agen bakteriolitik dipercaya berasal dari disintergrasi neutrofil
granulosit dan monosit- dimana lisozim ini- memediasi efek cardiodepressive
selama sepsis Eschericia coli dan hambatan terhadap lisozim ¢ dapat mencegah

depresi myocardial yang telah diujikan pada hewan model sepsis. Kandidat
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potensial dari MDS diantaranya adalah sitokin, prostanoid, dan nitric oxide (NO)
(Merx & Weber, 2007; Bernard & Bernard, 2012).

Keberadaan lipopolisakarida  (LPS) dalam manusia dan hewan
menyebabkan efek hemodinamik syok sepsis, meskipun hanya sedikit pasien
dengan syok sepsis yang terdeteksi kadar LPS dan karakteristik kimia dari LPS
tidak konsisten untuk merepresentasikan MDS. TNFa merupakan mediator
penting endotoksin yang menginduksi syok, TNFa disekresikan oleh makrofag
yang teraktivasi, tetapi beberapa penelitian menunjukkan bahwa TNFa juga
disekresikan oleh myocytes kardiak sebagai respon terhadap sepsis. IL-1 juga
disintesis oleh monosit, makrofag, dan neutrofil sebagai respon terhadap TNFa
dan berperan penting dalam repon sistem imun. IL-1 menekan kontraktilitas
kardiak dengan stimulasi NO synthase (NOS). transkripsi IL-1 diikuti: dengan
penundaan transkripsi IL-1 receptor antagonist (IL-1-ra), yang berfunsgi sebagai
inhibitor endogenus untuk IL-1. Rekombinan IL-1 yang dievaluasi pada uji coba
klinis fase lll menunjukkan peningkatan survival pada pasien sepsis meskipun
terapi ini masih belum. berhasil secara signifikan. Sitokin proinflamasi lainnya
yaitu IL-6 juga berperan dalam patogenesis sepsis dan dipertimbangkan sebagai
predictor yang lebih konsisten daripada TNFa karena memiliki ‘sirkulasi tinggi
dalam waktu yang lama pada disfungsi myocardial. Beberapa sitokin- yang
berperan dalam penurunan kontraktilitas-myocardial akan menginduksi atau
melepaskan faktor lainnya yang meruabah fungsi myocardial seperti prostanoid
atau NO (Liu & Malik, 2006 ; Merx & Weber, 2007; Abraham & Singer, 2007).

Prostanoid diproduksi oleh enzim cyclooxygenase dari asam arachidonic.
Ekspresi dari enzim cyclooxygenase 2 diinduksi oleh stimuli yang lain yaitu LPS
dan sitokin. Tingginya kadar prostanoid seperti thromboxane dan prostacyclin
berpotensi merubah autoregulasi coronary, fungsi endothelial coronary, dan

aktivasi leukosit intracoronary pada pasien sepsis. Penghambatan pada enzim
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cyclooxygenase dapat digunakan sebagai target terapi pada sepsis. Upregulasi
endothelin-1 (ET-1) terjadi setelah enam jam induksi LPS pada syok sepsis.
Overekspresi ET-1 pada kardiak memicu meningkatnya sitokin inflamasi (TNFa,
IL-1, dan IL-6), infiltrasi inflamasi interstitial, dan inflamasi cardiomyopathy yang
berakibat kegagalan jantung dan kematian. Nitric oxide (NO) disekresikan
berlebihan sebagai efek biologis sistem kardiovaskuler. NO dapat memodulasi
fungsi kardiak pada kondisi fisiologis dan patofisiologis. Orang sehat memiliki NO
pada dosis yang rendah sedangkan pada pasien sepsis memiliki kadar NO yang
tinggi dan dapat menginduksi disfungsi kardiak dengan menekan pembentukan
energy myocardial. Sepsis memicu ekspresi inducible NOS (iNOS) pada
myocardium yang diikuti dengan produksi NO yang tinggi yang berperan dalam
disfungsi myocardial dan pembentukan cytotoxic peroxynitrite, produk dari NO
dan superoksida. Pada mencit yang mengalami defisiensi iNOS, fungsi kardiak

terjaga setelah paparan endotoksin (Merx & Weber, 2007; Liu & Malik, 2006).

2.1.8.3 Gagal Ginjal

Reaksi host terhadap infeksi mikroba melibatkan sinyal dan respon yang
cepat karena infeksi bakteri dapat menyebar kedalam jaringan. Demam atau
hipotermia, tachypnoea, dan tachycardia sering terjadi pada permulaan sepsis,
respon inflamasi sistemik terhadap - infeksi bakteri. Ketika kontrol regulasi
berlebihan, mikroba bergerak dari lokal site menyebar kedalam aliran darah
maka terjadi kegagalan homeostasis, dan disfungsi beberapa organ (Tiwari &
Vikrant, 2002).

Acute Renal Failure (ARF) adalah akibat yang umum ditimbulkan oleh
sepsis dan syok sepsis. Lebih dari 50% pasien sepsis mengalami ARF dan

mekanisme yang terlibat dalam disfungsi ini masih belum diketahui dengan jelas.
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Selama sepsis, terjadi produksi berlebihan dari mediator inflamasi humoral dan
aktivasi sistem seluler, dimana aktivasi dari symathico-adrenal axis akan
meningkatkan  kadar plasma dari (nor) epinephrine, ' rennin-angiostensin
aldosterone system (RAAS) dengan kadar angiostensi Il yang tinggi dan
tingginya kadar vasopressin sebagai respon host. Mekanisme ini berperan dalam
manifestasi  klinis  sepsis, termasuk perubahan haemodinamik yang
dikarakterisasi dengan vasodilatasi, sirkulasi hiperdinamik dan perubahan
mikrosirkulasi sehingga terjadi ekstraksi oksigen yang tidak efisien (Tiwari &
Vikrant, 2002; Abraham & Singer, 2007).

Efek sepsis pada vasculature sistemik adalah reduksi mean arterial
pressure (MAP). Pada keadaan normal, ketika autoregulasi tekanan darah jatuh
atau menurun akan akan terjadi pemeliharaan renal blood flow (RBF),
peningkatan proporsi dari output jantung menuju ginjal. Ketika MAP. menurun
yang dibawah rentangan autoregulator pada haemorrhagic atau syok
kardiogenik, renal vasoconstriction akan terjadi. Jika terjadi sepsis dalam jangka
waktu yang lama maka hipoperfusi global akan menyebabkan nekrosis tubular
akut. Perubahan aliran darah dari glomerulus diperkirakan mereduksi filtrasi
glomerular pada nefron. Perubahan dari medulla menyebabkan segmentasi
tubular medulla dan menimbulkan resiko terjadinya ischaemic. Perubahan aliran
darah dari korteks--menuju medulla akan memperburuk penghambatan NO
(Tiwari & Vikrant, 2002; Carcillo, 2003; Abraham & Singer, 2007).

Perubahan signifikan fungsi glomerulus pada sepsis adalah penurunan
glomerular filtration rate (GFR). Pada banyak kasus dikarakterisasi dengan
jatuhnya aliran renal plasma dan tekanan perfusi glomerular dan hipotensi
sistemik. Reduksi area permukaan untuk filtrasi adalah efek dari mediator
vasoaktif yang terlibat dalam sepsis yaitu leukotrienes, thromboxane A2, dan

angiostensin 1. Perubahan kapilaritas glomerulus menyebabkan kerusakan
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endothelial akut. Hal ini berhubungan dengan aktivasi sistem koagulasi oleh
endotoksin, pelepasan tissue factor, deposisi platelet dan fibrin diantara kapiler
darah, dan penurunan aktivitas fibrinolytic. Aktivasi neutrofil dan sitokin seperti IL-
1b, TNF dan platelet activating factor mempengaruhi patogenesis dari kerusakan
endotel (Tiwari & Vikrant, 2002; Carcillo, 2003).

Infeksi menjadi faktor yang potensial terhadap mekanisme imunologis
akan ~ memproduksi inflamasi =~ glomerulus akut. = Acute proliferative
glomerulonephritis pada sepsis berhubungan dengan pembentukan abscess dan
endocarditis. Infeksi ini menyebabkan penyakit vasculitis. Pada ginjal, penyakit ini
disebabkan terjadinya nekrosis pada epitel glomerulus. Kerusakan ginjal pada
sepsis disebabkan juga oleh nekrosis tubular akut dan menyebabkan perubahan
laju darah, oksigenasi arteri dan konsentrasi hemoglobin. Kerusakan tubular
diperparah dengan gangguan haemodinamik ketika terjadi kerusakan renal akut
sehingga pada beberapa kasus harus ditreatment dengan dialysis (Tiwari &

Vikrant, 2002; Carcillo, 2003).
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Gambar 2.13 Diagram representatif patogenesis pada syok sepsis manusia
(Tiwari & Vikrant, 2002)
2.2 Lipopolisakarida (LPS)

Pathogen associated molecular pattern (PAMP) merupakan motif
struktural yang diekspresikan oleh bakteri, virus, dan fungi sehingga bisa dikenali
oleh sel-sel imun. PAMP mampu menstimulasi reseptor Toll like receptors (TLR)
yang diekspresikan oleh sel imun sehingga mampu mendeteksi adanya infeksi

mikroba (Akira et al., 2006). Lipopolisakarida (LPS) atau endotoksin adalah

BRAWIJAYA
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komponen membran luar bakteri gram negatif dan merupakan salah satu jenis
PAMP 'yang paling sering dipelajari. LPS mengaktivasi TLR4 sehingga
menyebabkan jalur persinyalan yang mengaktifkan faktor transkripsi NF-kB,
mitogen-activated protein kinase (MAPK) dan interferon response factor (IRF)
yang akan memicu pelepasan sitokin proinflamasi, misalnya interleukin (I1L)-1, IL-
6, IL-12, tumor necrosis factor (TNF)-a, interferon (IFN)-y, B dan nitrit oksida
(NO). LPS juga mampu menginduksi produksi sitokin anti-inflamasi, antara lain
IL-10 dan IL-14 (Huber et al., 2006).

Produksi sitokin proinflamasi dan induksi mediator yang lebih distal
meliputi NO, platelet activation factor (PAF), dan prostaglandin menyebabkan
hipotensi, perfusi organ inadekuat, dan kematian sel yang berhubungan dengan
MODS. Status proinflamasi ini didefinisikan sebagai SIRS. Induksi sistem
imunitas  innate secara masif ini dapat dan seringkali menimbulkan

efek katastrofik pada pasien, yang disebut sindrom sepsis (Huber et al., 2006).

2.2.1 Struktur LPS

Lipopolisakarida terdiri atas tiga bagian, vyaitu Lipid A, core
oligosaccharide, dan O side chain. Lipid A merupakan bagian yang menginduksi
respon seluler sehingga seringkali disebut sebagai ‘endotoxin principle’. Lipid A
tersusun atas D-glucosamine disaccharide yang membawa hingga enam residu
asam lemak. Meskipun strukturnya tidak terlalu bervariasi, akan tetapi terdapat
banyak variasi dalam hal panjang, posisi, dan jumlah asam lemak yang
menyusun dari lipid A tersebut. Komponen minimal yang harus dimiliki oleh
bakteri E. coli agar mampu menginduksi aktivasi reseptor TLR adalah dua residu
gluco-configurated hexosamine, dua grup fosforil, dan enam asam lemak.

Kekurangan salah satu dari komponen tersebut menyebabkan penurunan
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aktivitas. Komponen minimal tersebut bisa berbeda antara spesies satu dengan
yang lainnya dan juga tergantung dari jenis TLR4 yang diaktivasi (Huber et al.,

2006).
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Gambar 2.14 Struktur umum LPS dengan berbagai komponen yang
menyusunnya (Bashir et al., 2011)

2.2.2 Interaksi LPS dan Host

Stimulasi LPS pada sel mamalia terjadi melalui interaksi dengan
beberapa protein, antara lain LPS binding protein (LBP), CD14, MD-2, dan TLR-
4. LBP merupakan glikoprotein berukuran 58 — 60 kDa, tergolong dalam famili
lipid transfer dan merupakan protein host pertama yang terlibat dalam
pengenalan LPS. LBP mempunyai peran ganda dalam interaksinya dengan LPS,
yang bergantung kepada rasio dari stoikiometri. Pada konsentrasi rendah, LBP
meningkatkan persinyalan LPS dengan mengekstraksinya dari membran bakteri
dan kemudian mentransfer monomer LPS menuju CD14. Untuk konsentrasi
tinggi, LBP menghambat persinyalan LPS dengan mengubah LPS menjadi
serum lipoprotein dan melalui pembentukan agregat dengan LPS (Gutsmann et
al., 2001).

CD14 merupakan glikoprotein yang tersusun secara integral di membran
atau dalam bentuk terlarut di dalam serum. CD14 berasosiasi dengan TLR pada

permukaan membran sel monosit, makrofag, neutrofil, dan sel hepatosit.
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Kompleks CD14 - LPS mempunyai stoikiometri yang rendah dan proses
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ikatannya diperantarai oleh LBP. Selanjutnya LPS ditransfer menuju kompleks
TLR4 / MD-2. Tikus dengan knock out gen CD14-nya tetap menunjukkan respon
yang signifikan terhadap LPS, akan tetapi tidak memodulasi proses
persinyalannya. Apabila tidak tersedia CD14, LPS halus tidak bisa mengaktivasi
TLR4 sama sekali, sedangkan LPS kasar atau lipid A akan mengaktivasi TLR4
melalui jalur persinyalan MyD88 / Mal. Keberadaan CD14 akan menyebabkan
LPS kasar maupun LPS halus dapat merekrut MyD88 / MyD88 adapter like
protein (Mal) dan TIR-domain yang berisi adapter inducing interferon-8 / TRIF-
related adapter molecule (TRIF / TRAM). Beberapa studi terakhir menunjukkan
bahwa CD14 berasosiasi dengan famili kinase src dan G-protein heterodimer
pada lipid sehingga berfungsi untuk amplifikasi sinyal melalui pemindahan TLR
menuju kinase-rich environment dari lipid raft microdomains (Finberg & Kurt-
jones, 2006).

MD-2 merupakan glikoprotein yang disekresikan dan termasuk dalam
super famili ML (MD-2 related lipid recognition) dari lipid-binding protein. MD-2
terdapat dalam bentuk terlarut (sMD-2) atau dalam kompleks dengan ektodomain
dari TLR4. Penelitian tentang struktur dari MD-2 menunjukkan adanya sebuah
rongga hidrofobik di antara dua antiparalel f-sheets, dengan empat rantai acyl
dari LPS dapat terakomodasi serta adanya residu bermuatan positif sehingga
mampu menstabilkan-ikatannya dengan LPS (Ohto et al., 2007). MD-2 juga bisa
berikatan dengan ligan amfipatik seperti eritorain (analog lipid-A sintesis) dan
lipid Iva (prekursor lipid-A). Kompleks TLR4 / MD-2 mempunyai afinitas terhadap
LPS 10 kali lebih tinggi dibandingkan dengan MD-2 saja, meskipun peran dari
TLR4 dalam pengenalan LPS masih belum banyak diketahui (Mullen et al.,

2003).
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2.2.3 TLR4 dan Aktivasinya

Semua TLR4 mempunyai struktur dasar yang sama dan memiliki leucine
rich repeats (LRR) ekstraseluler yang merupakan daerah transmembran tunggal

dan domain intraseluler Toll / IL-1 (TIR). TLR4 berbeda dengan TLR yang lainnya
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pada proses interaksinya dengan ligan yang secara tidak langsung, yaitu melalui
MD-2 yang bertindak sebagai co-reseptor. Domain LRR berinteraksi dengan MD-
2, sedangkan domain TIR terlibat dalam interaksi dengan protein adaptor di
dalam sel. TLR4 terdapat dalam bentuk homomultidimer atau heteromultidimer
meskipun tanpa adanya ligan, akan tetapi bentuk tersebut tidak bisa menginduksi
persinyalan karena orientasi reseptor yang tidak tepat. Dimerisasi domain
ekstraseluler menyebabkan terbentuknya interface TIR domain yang sesuai
sehingga menyebabkan perekrutan protein adaptor dan inisiasi persinyalan
intraseluler (Weber et al., 2005).

Pengenalan terhadap LPS di membran sel terjadi melalui LBP yang
selanjutnya memicu persinyalan menuju kompleks TLR4 — MD-2. Meskipun
demikian, beberapa molekul permukaan sel yang lain juga mampu mengenali
keberadaan LPS, antara lain macrophage scavenger receptor (MSR), CD11b /
CD18 dan ion channel. Persinyalan intraseluler tergantung pada pengikatan TIR
(Toll /'1L-1 receptor homology domain) yang merupakan domain intraseluler TLR
pada IRAK (IL-1 receptor associated kinase), sebuah proses yang difasilitasi oleh
dua protein adaptor yaitu MyD88 (Myeloid differentiation protein 88) dan TIRAP
(TIR domain-containing adapter protein; atau disebut juga sebagai MyD88-

adapter like protein (Mal)) dan dihambat oleh protein Tollip (Toll-interacting

S

protein) ke-3. Terdapat jalur persinyalan lain yang disebut sebagai MyD88-

independent pathway. Pada jalur persinyalan tersebut sinyal TIRAP / Mal melalui

NIVERSITA

sebuah RNA-dependent protein kinase (PKR) dan interferon regulatory factor
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(IRF)-3. Sel juga diduga mampu merespon LPS melalui reseptor intraseluler
yang disebut protein NOD (nucleotide-binding oligomerization domain). NOD1
(dikenal juga sebagai caspase-recruitment domain 4) telah teridentifikasi
merupakan struktur homolog dari protein regulator apoptosis (Apaf-1). Ekspresi
NOD1 dan NOD2 dapat memberikan reaksi terhadap LPS pada bakteri gram
negatif tetapi tidak memberikan reaksi terhadap asam lipoteichoic yang dimiliki

oleh bakteri gram positif (Cohen, 2002).
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Gambar 2.15 Mekanisme prinsip pengenalan LPS pada permukaan sel
(Cohen, 2002)

2.2.4 Amplifikasi Sinyal

Peran sel mononuklear dalam respon imun berupa pelepasan sitokin
proinflamasi IL-1, IL-6 dan TNF-a, serta mengatur pelepasan sitokin yang lain
termasuk IL-12, IL-15 dan IL-18. TNF-a dan IL-1 merupakan sitokin pro-inflamasi
yang memediasi berbagai mekanisme imunopatologi dari syok yang diinduksi

oleh LPS. Kedua sitokin tersebut dilepaskan pada 30 — 90 menit pertama setelah
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terpaparnya LPS. Pelepasan sitokin akan mengaktifkan tahap kedua dari
kaskade inflamasi, meliputi sitokin, mediator lipid, dan reactive oxygen species
serta upregulasi molekul adhesi sel sehingga menyebabkan migrasi sel inisiator
inflamasi menuju jaringan. Sitokin proinflamasi berperan penting karena sitokin-
sitokin tersebut bertanggung jawab terhadap penyusunan complex network
(jaringan) dari respon sekunder (Dinarello, 1997), sebagai contoh yaitu peran dari
IL-8 dalam menginduksi produksi IFN-y. Pada sel mononuklear manusia, IFN-y
meningkatkan ekspresi dari TLR4, MD-2 dan MyD88, serta meniadakan

penurunan ekspresi TLR4 akibat induksi LPS (Bosisio, et al., 2002).

Procoagulant pathways Anticoagulant pathways
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Gambar 2.16 Sepsis mengganggu keseimbangan homeostasis normal
antara mekanisme prokoagulan dan antikoagulan (Cohen,
2002).

Sitokin juga berperan penting dalam menginduksi efek pro-koagulan pada

sepsis. (Basisio et al., 2002). Jalur koagulasi di awali oleh LPS dan komponen
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mikroba yang lainnya yang menginduksi ekspresi tissue factor pada sel
mononuklear dan sel endotel. Tissue factor akan mengaktivasi berbagai kaskade
proteolitik yang menyebabkan peningkatan prothrombin untuk diubah menjadi
thrombin. Selanjutnya thrombin akan membentuk fibrin dari fibrinogen. Regulasi
normal mekanisme fibrinolitik (pemecahan fibrin oleh plasmin) menjadi tidak
adekuat akibat tingginya kadar plasminogen-activator inhibitor type-1 (PAI-1)
yang mencegah pembentukan plasmin dari prekursor plasminogen. Proses
tersebut menyebabkan peningkatan produksi dan penurunan degradasi fibrin
sehingga menyebabkan penumpukan fibrin pada pembuluh darah, kurangnya
jumlah oksigen pada jaringan, serta kerusakan organ (Cohen, 2002).

Sepsis juga menyebabkan penurunan kadar protein C dan juga
antithrombin dan Tissue factor pathway inhibitor (TFPI). Protein aPC yang
merupakan bentuk aktif dari protein C akan berdisosiasi dari endothelial protein C
receptor (EPCR) sebelum berikatan dengan protein S sehingga menyebabkan
inaktivasi faktor Va dan Vlla dan menghambat jalur koagulasi serta menghambat
aktivitas PAI-1, sehingga penurunan kadar protein C akan menyebabkan efek
prokoagulan lebih lanjut. Hal tersebut menyebabkan peningkatan pembentukan
fibrin dalam pembuluh darah mikro, yang kemudian menyebabkan kurangnya
oksigenasi jaringan dan kerusakan sel (Cohen, 2002). Pada pasien sepsis, kadar
aPC adalah menurun dan ekspresi dari endothelial thrombomodulin serta EPCR
juga berkurang, sehingga hal tersebut mendukung dugaan bahwa penggantian
dari aPC diduga dapat digunakan untuk terapi sepsis (Faust et al., 2001).

Sitokin proinflamasi seperti IL-1 dan IL-6 merupakan inducer yang kuat
dalam proses koagulasi, dan sebaliknya, IL-10 meregulasi koagulasi dengan
menghambat ekspresi tissue factor pada sel monosit (Faust et al., 2001).
Penyebab lain dari tahapan prokoagulasi pada sepsis yaitu adanya penurunan

jumlah protein antikoagulan, yaitu antithrombin, protein C dan TFPI. Antikoagulan
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alami tersebut juga mempunyai efek antiinflamasi, yaitu dengan pelepasan
monocyte-derived TNF-a dengan menghambat aktivasi faktor transkripsi NF-kB
dab protein aktivator (AP)-1 (Okajima, 2002).

Patogenesis dari proses disfungsi organ pada pasien sepsis terjadi
karena berbagai faktor dan belum dimengerti secara lengkap, dan diduga bahwa
hipoperfusi dan hipoksia jaringan merupakan faktor utama. Mekanisme-
mekanisme yang terlibat antara lain yaitu peluasan penumpukan fibrin,
kerusakan keseimbangan mikrovaskuler yang disebabkan karena banyaknya
substansi vasoaktif seperti PAF, histamin dan prostanoid. Infiltrasi seluler seperti
neutrofil dapat merusak jaringan secara langsung melalui pelepasan enzim
lisosom dan radikal bebas. Selain itu, TNF-a dan sitokin lain-menyebabkan
peningkatan produksi nitric oxide yang menyebabkan instabilitas vaskuler dan
diduga merupakan penyebab depresi myocardial yang seringkali terjadi pada

pasien sepsis (Landry & Oliver, 2001).
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Gambar 2.17 Lipopolisakarida (LPS) dan komponen mikrobial lain yang
terlibat untuk mengaktivasi berbagai cascade paralel dalam
patofisiologi Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS)
dan sepsis (Cohen, 2002)

Sel T, khususnya sel T helper (TH)-1 dan TH-2 mempunyai peran yang
penting dalam regulasi inflamasi. Pada patogenesis sepsis, respon imun dari sel
TH-1 (yang dikarakterisasi dengan produksi IFN-y dan 1L-12) akan berubah
menjadi respon imun dari sel TH-2 (dikarakterisasi dengan produksi sitokin IL-4,
IL-5, IL-10, dan IL-13) sehingga menyebabkan supresi sistem imun pada tahap
selanjutnya. Migration Inhibitory Factor (MIF) merupakan sitokin pertama yang

diketahui mempunyai peran dalam regulasi reaksi inflamasi sistemik dan lokal.

Endotoksin dan eksotoksin bakteri, serta sitokin proinflamasi seperti TNF, IFN-y,
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dan C5a merupakan induktor yang kuat untuk menstrimulasi sekresi MIF dari sel
neutrofil (Riedemann et al., 2004).

MIF sebagai sitokin proinflamasi berperan penting dalam reaksi imun,
serta menginduksi respon imun innate dengan mengaktivasi sel makrofag dan
sel T. MIF tidak hanya meregulasi respon proinflamasi, tetapi juga menginduksi
atau mengamplifikasi produksi dari sitokin proinflamasi yang lain, serta
meningkatkan ekspresi TLR4 pada sel makrofag. Tingginya konsentrasi MIF
dapat mencegah apoptosis pada sel makrofag sehingga menyebabkan respon
inflamasi yang berkelanjutan (Calandra et al., 2003). MIF merupakan sitokin yang
penting karena senyawa tersebut menghubungkan antara sistem imun dengan
sistem endokrin. Pada kondisi stres, hipotalamus, pituitari, dan kelenjar adrenal
semuanya mensekresikan MIF, selain itu MIF menimbulkan efek anti-inflamasi
dari kortisol endogen serta menghambat glukokortikoid melalui feedback negatif.
Produksi MIF dalam jumlah yang sangat tinggi berbahaya untuk tubuh, dan kadar
MIF berhubungan dengan tahap dari sepsis itu sendiri.

Neutralisasi MIF atau menghambat aktivasi dari topoisomerase MIF dapat
menurunkan respon inflamasi dan meningkatkan pertahanan hidup dari pasien
sepsis. Terapi ini pada tahap awal dari respon inflamasi juga secara signifikan
mampu meningkatkan pertahanan diri pasien sepsis, sehingga membuktikan
bahwa MIF merupakan targer terapi sepsis yang penting (Chen et al., 2011)

Protein high-mobility group box 1 (HMGB1) pada awalnya diduga sebagai
protein faktor transkripsi. HMGB1 dapat diekspresikan oleh berbagai tipe sel, dan
pada respon inflamasi sumber utama dari protein tersebut adalah makrofag,
monosit, dan neutrofil (Lotze & Tracey, 2005; Kim et al., 2005). HMGB1 dapat
disekresikan oleh sel imun dan sel yang mengalami nekrosis. Pada sepsis,
mekanisme sekresi endokrin dari HMGB1 masih belum jelas. Sekresi HMGB1

melalui jalur sekresi eksokrin tidak secara langsung disekresikan oleh sel yang
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mengalami nekrosis, melainkan melalui makrofag yang diaktivasi oleh sel yang
mengalami nekrosis (Qin et al., 2006). HMGB1 ekstraseluler dapat berikatan
dengan PRR, khususnya TLR2 dan TLR4. Persinyalan yang diinduksi oleh
HMGB1 mempunyai berbagai efek dalam sistem imun, antara lain yaitu
menginduksi inflamasi serta penghancuran pelindung sel epitel. HMGBL1 juga
mampu berikatan dengan mediator inflamasi untuk menginduksi aktivitas
mediator pro-inflamasi yang salah satunya adalah IL-1B3 (Sha et al., 2008; Klune
et al., 2008).

HMGB1 berbeda dengan mediator inflamasi yang lainnya, yang mana
sekresi HMGB1 biasanya terlihat pada akhir dari respon inflamasi, dan kadar
HMGBL1 tidak perlu diturunkan pada pasien yang sedang direhabilitasi. Patogen
dan mediator pro-inflamasi (TNF, IL-18 dan IFNy) dapat menginduksi produksi
HMGB1 pada inflamasi. Interaksi C5a dan reseptor lain juga dapat menginduksi
sekresi HMGB1 pada respon inflamasi. Sekresi HMGB1 dipengaruhi oleh sistem
saraf autonom dan aktivasi dari jalur anti-inflamasi cholinergic dapat
menghambat sekresi HMGB1 dari sel makrofag, serta meningkatkan pertahanan
diri dari pasien sepsis (Chen et al., 2011).

Fakta bahwa HMGB1 mempunyai berbagai peran dalam proses inflamasi
menimbulkan dugaan bahwa terapi dengan mentarget HMGB1 dapat digunakan
sebagai strategi terapi baru pasien sepsis.-Pada penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya, penghambatan secara langsung dari HMGB1 maupun
penghambatan proses glikosilasi dari reseptornya dapat meningkatkan tingkat
pertahanan hidup pasien sepsis (Liliensik et al., 2004; Yang et al., 2004), selain
itu neutralisasi dari HMGB1 juga mampu memperbaiki kerusakan organ dan

mengurangi kematian pada sepsis (Chen et al., 2011).
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2.2.5 Sinyal Terkait Sepsis

Ligasi PRR 'memicu kaskade persinyalan aktivasi NF-kB dan AP-1 via
MyD88 atau TICAM1/TRIF. NF-kB dan AP-1 'memasuki 'nukleus dan
mengaktivasi transkripsi untuk beberapa gen, termasuk protein fase akut,
inducible nitric oxide synthase (iNOS), faktor koagulasi, serta sitokin dan kemaokin
pro-inflamasi, seperti tumor necrosis factor (TNF)-a dan ILs-1, 6, 8, dan 12. Jalur
TICAM1/TRIF menghasilkan fosforilasi interferon regulatory factor 3 dan 7 (IRF 3,
IRF 7) yang memasuki nukleus dan menstimukasi transkripsi gen yang
mengkode interferon (IFN)a, IFNB dan gen IFN-inducible tipe 1 (Lewis et al.,
2012; Cinel & Opal, 2009; Bernard & Bernard, 2012).

Konsentrasi serum dari TNF-a berhubungan dengan kematian kasus
sepsis pada manusia. TNF-a dominan diproduksi oleh makrofag dan sel T, tetapi
juga diproduksi oleh sel mast, sel B, sel NK, neutrofil, sel endothelial, myocytes,
osteoblas, dan fibroblast yang disebut precursor 26 kDa (pro-TNF) yang
diekspresikan di membran plasma, kemudian pro-TNF ini dipecah oleh TNF-
converting enzyme (TACE/ADAM17) sehingga menghasilkan protein soluble 17
kDa, kedua protein yaitu soluble dan membrane-bound aktif dalam proses
inflamasi. TNF-a terekspresi sebagai efek dari interaksi dengan satu dari dua
reseptor, TNF reseptor 1 dan 2 (TNFR1, TNFR2). Aktivasi TNFR1 berperan
dalam memediasi proinflamasi dan jalur apoptosis yang berhubungan dengan
inflamasi, dimana TNFR2 berperan dalam memicu perbaikan jaringan dan
angiogenesis. Kompleksitas jalur persinyalan pada sepsis ditekankan pada
observasi aktivitas NF-kB yang menginduksi molekul yang dapat menghambat
apoptosis yang dimediasi oleh TNFR1 (Lewis et al., 2012; Cinel & Opal, 2009).

Banyak ciri khusus inflamasi yang dapat diamati dari aktivasi TNF-a pada
endothelium yang meningkatkan produksi iINOS dan cyclo-oxygenase 2 (COX-2)

sehingga memicu vasodilatasi dan melambatkan aliran darah. TNF-a juga
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menstimulasi ekspresi molekul adesi endotel seperti E-selectin, intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1), dan vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1).
Ketiga molekul ini memicu ikatan leukosit kedalam dinding endothelial dan
mendistribusikannya kedalam interstitium oleh makromolekul cairan dan plasma.
Upregulasi TNF-a dan sitokin proinflamasi lainnya pada anjing model sepsis
melibatkan infusi intravena LPS dosis rendah, peningkatan konsentrasi serum
dari TNF-q, IL-1B, dan IL-6 disertai dengan peningkatan ekspresi dari E-selectin
dalam paru-paru, ICAM-1 dan neutrofil, meskipun mekanisme LPS dapat
menginduksi molekul adesi secara langsung atau via sitokin proinflamasi masih
belum diketahui dengan jelas. Respon inflamasi yang terjadi akibat pemberian
LPS secara intravena diketahui dengan pengukuran konsentrasi TNF-a, IL-1, dan
IL-6 pada serum (Lewis et al., 2012; Liu & Malik, 2006; Bernard & Bernard,
2012).

Aktivasi NF-kB menimbulkan transkripsi beberapa interleukin proinflamasi
seperti IL-1, IL-6, CXCL-8 (IL-8), dan IL-12. IL-1 berperan secara sinergi dengan
TNF-a pada periode hiperakut setelah stimulasi imun innate pada sepsis. Dua
bentuk proinflamasi dari IL-1 (IL-1a dan IL-1B) diidentifikasi dengan induksi
sintesis molekul adesi dan sitokin oleh sel endothelial meliputi aktivasi leukosit,
ikatan pada endothelial, dan mobilisasi kedalam interstitium. IL-1 juga dapat
memberikan efek upregulasi untuk produksi INOS dan COX2 yang berperan
sebagai pyrogen endogen saat demam dan meningkatkan pelepasan
corticosteroid via hypothalamic (Lewis et al., 2012; Liu & Malik, 2006).

Sitokin proinflamasi yang penting dalam sepsis adalah IL-6 yang berperan
dalam stimulasi aktivasi leukosit dan proliferasi sel progenitor myeloid, IL-6 juga
memicu respon fase akut dan pyrogen. Seperti TNF-a dan IL-1, konsentrasi IL-6
dalam plasma terjadi peningkatan pada sepsis dan diprediksikan berhubungan

dengan progresi multiple disfungsi organ dan kematian. Konsentrasi sitokin anti-
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inflamasi dalam serum vyaitu IL-10 juga meningkat pada sepsis. Hal ini tidak
hanya 'menghambat pelepasan TNF-a, IL-1B, dan IL-6 dari monosit dan
makrofag, tetapi juga menginduksi produksi IL-1 receptor antagonist protein
(IRAP-1) dan soluble TNFR, kemudian mereduksi konsentrasi sitokin ini. IL-10
berperan dalam mediasi keseimbangan antara proses pro dan anti inflamasi
(Lewis et al., 2012; Brown et al., 2006; Bernard & Bernard, 2012).

Sitokin yang berperan penting pada sepsis diantaranya macrophage
migratory inhibitory factor (MIF), yang diproduksi oleh kelenjar pituitari anterior
dan mampu meningkatkan konsentrasi SIRS dan sepsis. Konsentrasinya dalam
serum tidak hanya berhubungan dengan mortalitas tetapi penghambatan MIF
juga penting dalam perlindungan terhadap SIRS dan sepsis. High mobility group
box protein 1 (HMGB-1) merupakan protein endogen yang terlibat dalam
stabilisasi DNA nuklear. Setelah kematian sel apoptosis atau nekrosis, protein ini
dilepaskan kedalam sirkulasi dimana protein ini dapat memperngaruhi peran pro-
inflamasi secara langsung. HMGB1 mempengaruhi efek PAMPs dan DAMPs
pada TLR-2, TLR-4, dan receptor for advanced glycation end products (RAGE).
HMGB1 terlibat sebagai mediator inflamasi akhir pada sepsis. Konsentrasi
sirkulasi dari HMGB1 berhubungan dengan mortalitas pada pasien SIRS (Lewis
etal., 2012; Chen et al., 2011).

Pada saat pelepasan sitokin dan kemokin dari sel imun yang teraktivasi
maka akan memicu PRR melepaskan acute phase protein (APP) dalam jumlah
yang besar dari hepatocytes, protein ini berfungsi dalam mengembalikan
homeostasis, membantu eliminasi patogen dan mengurangi inflamasi. Respon
fase akut ini dikarakterisasi dengan terjadinya demam, neutrofiliam aktivasi
koagulasi, dan kaskade komplemen (jalur mannose-binding lectin), serum iron
dan zinc binding, peningkatan glukoneogenesis, peningkatan katabolisme otot,

dan perubahan metabolisme lipid (Lewis et al., 2012).
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Terdapat dua grup APP yang diketahui yaitu tipe 1 yang diinduksi oleh IL-
1a, IL-1B, dan TNF-a, dan tipe 2 yang diinduksi oleh IL-6. Akibat dari upregulasi
produksi APP,konsentrasi protein plasma lain seperti albumin, protein C, protein
S, dan penurunan antithrombin. Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)
yang dilepaskan dari monosit juga merupakan komponen yang penting dalam
respon fase akut dalam memediasi perlindungan terhadap infeksi bakteri.
Beberapa APP yang dikarakterisasi dari beberapa spesies yang menderita
sepsis digunakan dapat sebagai biomarker inflamasi (Lewis et al., 2012; Brown
et al., 2006).

Penelitian mengenai mekanisme molekuler pada respon SIRS akan
memperkecil kegagalan terapi pengeblokan mediator proinflamasi sehingga akan
memicu terjadinya mortalitas yang berhubungan dengan sepsis dan hingga saat
ini masih belum bisa dijelaskan karena adanya “badai sitokin” yang tidak
terkontrol. Terjadinya reaksi = proinflamatori yang ' tidak terkontrol dalam
menghadapi infeksi akan mengakibatkan disfungsi organ dan kerusakan sistem
imun karena komponen sistem imun mengalami apoptosis (Lewis et al., 2012;
Bernard & Bernard, 2012).

Selain apoptosis atau program kematian sel tipe 1, kematian sel imun pada
sepsis akan menyebabkan imunoparalisis. Autophagy adalah mekanisme seluler
yang awal teraktivasi pada proses pembersihan sitoplasma. Mekanisme akhir
yang menarik pada sepsis adalah terjadinya pyroptosis, terminologi yang
digunakan untuk mendiskripsikan proses caspase 1 yang memediasi terjadinya
kematian sel, karena pada umumnya kematian sel dimediasi oleh caspase
apoptosis yaitu caspase 3, 6, dan 8. Meskipun mekanisme pyroptosis merupakan
kematian sel yang unik atau lebih sederhana dibandingkan kematian sel
apoptosis ' atau nekrosis (oncosis), pyroptosis ini dikarakterisasi melalui

kerusakan membran plasma dengan cepat dan pelepasan kandungan
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proinflamatori intraseluler, yang bertindak sebagai DAMPs. Salah satu target dari
caspase-1 selama terjadinya sepsis adalah jalur glikolitik (Lewis et al., 2012;
Bernard & Bernard, 2012; Liu & Malik, 2006).

Beberapa studi menunjukkan bahwa apoptosis merupakan mekanisme yang
penting dalam pathogenesis SIRS, sepsis, dan penyakit infeksius lainnya. Sel
apoptosis dapat dianalisis pada liver, ginjal, timus, lambung, dan populasi
limfosit. LPS dan TNF-a menginduksi apoptosis pada sel endothelial glomerulus,
hal ini merupakan model patomekanisme yang potensial menjelaskan disfungsi
ginjal pada sepsis oleh infeksi bakteri Gram negatif dan menyebabkan
penghambatan glukokortikoid secara in vitro. Haemophilus somnus, patogen
bakteri Gram negatif pada sapi dapat menyebabkan sepsis dan vaskulitis, bakteri
in dapat menginduksi caspase 3 dan 8 dan mengarahkan kepada apoptosis pada
sel endothelial secara in vitro, selain itu, bakteri dapat menstimulasi
pembentukan platelet untuk menginduksi apoptosis sel endothelial dengan
mekanisme contact-dependent yang melibatkan aktivasi caspase 8 dan 9 dan
sintesis reactive oxygen species (ROS). Aktivitas matrix metalloproteinase 2 dan
9 dan ekspresi Paxilin terfosforilasi menunjukkan korelasi positif pada apoptosis
cardiomyocyte (sel otot jantung) dan terjadinya apoptosis pada sel darah tepi
(PBMC) dan splenocytes. Infeksi bakteri juga dapat menyebabkan apoptosis
pada sel T yang terlibat dalam penekanan sistem imun, selain itu dapat
menyebabkan apoptosis pada sel epitel intestinal (Lewis et al., 2012; Bernard &
Bernard, 2012).

Selain sistem imun innate, sistem imun adaptive yaitu sel T regulator juga
terlibat dalam respon sistem imun pada sepsis. Sistem imun adaptive mampu
membentuk reseptor yang spesifik untuk antigen tertentu dengan diversitas
spesifisitas yang mampu mengenali epitop patogen yang menginfeksi. Sel T

regulator dapat teraktivasi karena induksi alamiah dan induksi peripheral. Induksi
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peripheral yang dapat mengaktivasi sel Treg adalah adanya transforming growth
factor B (TGF-B) atau IL-10 dalam jumlah yang besar. Induksi alamiah aktivator
sel Treg dapat diidentifikasi dengan ekspresi resepror a-chain IL-2 (CD25) dan
Forkhead box P3 (FOXP3), faktor transkripsi yang berperan penting dalam fungsi
ontogeny dan peripheral. FOXP3 juga menstabilkan transcriptome Treg dengan
menekan jumlah pro-inflamatori dan growth promoting gene, contohnya IL-2 dan
IFNy meskipun membutuhkan aktivator lain yang terlibat dalam fungsi Treg yaitu
CTLA4 dan CD25. Sel Treg akan berinteraksi dengan sel baik yang termasuk
sistem imun innate maupun adaptive yaitu monosit, makrofag, sel natural killer,
neutrofil, sel mast, sel dendritik, dan sel T dan B, yang pada umumnya akan
berperan dalam pencegahan terbentuknya respon autoagresif dan memaintain
populasi sel T CD4* peripheral kemudian berperan dalam menjaga homeostasis
sistem imun (Remick, 2007 ; Lewis et al., 2012).

Beberapa studi menunjukkan terjadinya peningkatan sel Treg pada
pasien sepsis manusia selama fase imunoparalisis. Treg dapat menginduksi jalur
alternatif aktivasi makrofag dan menghambat mekanisme proapotosis monosit
yang melibatkan jalur Fas/FasL oleh induksi LPS. Oleh karena itu, sel Treg
berperan penting dalam mengatasi disfungsi sistem imun pada pasien sepsis

(Brown et al., 2006 ; Lewis et al., 2012).

2.3 Peran Statin pada Sepsis

Statin merupakan inhibitor dari 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
reductase (HMG-CoA reductase inhibitor), merupakan senyawa obat yang
digunakan untuk menurunkan kadar kolesterol. HMG-CoA reduktase melepaskan
prekursor kolesterol asam mevalonik dari koenzim A. Penghambatan kompetitif

oleh statin menimbulkan respon kompensasi selular, berupa peningkatan enzim
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HMG-CoA reduktase dan reseptor Low Density Lipoprotein (LDL). Statin juga
mempunyai efek antiinflamasi dan merupakan imunomodulator yang dapat
menghambat = sintesis senyawa produk dari mevalonate pathway seperti
isoprenoid dan geranyl-geranylpyrophosphate (Goldstein & Brown, 1990).
Penghambatan = HMG-CoA  reduktase oleh  statin = menyebabkan
berkurangnya biosintesis kolesterol pada sel hati sehingga jumlah LDL dalam
sirkulasi darah juga berkurang. Dengan mencegah secara langsung
pembentukan geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) pada sel endotel, statin
mendesak efek pleiotropik secara langsung pada sel endotel yaitu dengan cara
menghambat aktivasi Racl-mediated NADPH-oxidase. Selain itu statin juga
mengurangi inflamasi denga cara mencegah aktivasi NFkB, ' perbaikan
ketersediaan NO dengan menstabilkan mRNA eNOS, meningkatkan BH4 di
sirkulasi, meningkatkan fosforilasi eNOS pada asam amino serl77 dan

memisahkan eNOS dari caveolin-1 (Margaritis et al., 2012).
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Gambar 2.18 Pathway mevalonat dan efek pleiotropik statin pada sel
endotel (Margaritis, et al., 2012)
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Peningkatan HMG-CoA reduktase menyebabkan sintesis kolesterol
seluler hanya menurun sedikit, tetapi penghilangan kolesterol melalui mekanisme
reseptor LDL meningkat secara signifikan (Page et al., 2006). Berkurangnya
jumlah LDL menunjukkan berkurangnya akumulasi LDL pada sub-endotel
sehingga menghambat pembentukan sel. Seperti halnya pada sel endotel, statin
menyebabkan efek pleiotropik pada sel otot polos vaskuler dengan menghambat
jalur persinyalan mevalonat. Dengan menghambat protein geranyl-geranylation,
statin bersama dengan Racl mencegah aktivasi isoform sel otot polos vaskuler
Nox, sehingga menyebabkan berkurangnya inflamasi vaskuler melalui
penghambatan aktivasi NFkB. Selain itu, penghambatan pathway Rho/ROCK
menyebabkan berkurangnya ekspresi matrix metalloproteinase (MMP) dan

proses proliferasi dan migrasi sel (Margaritis et al., 2012)

2.3.1 Efek Antiinflamasi

Patofisiologi sepsis berlangsung sangat kompleks karena melibatkan
interaksi antara proses infeksi oleh mikroorganisme, inflamasi, dan proses
koagulasi (Kristine et al., 2007) yang disebabkan karena ketidakseimbangan
antara kadar sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-18, IL-6 dan IFN-y dengan
sitokin antiinflamasi seperti IL-1, IL-4 dan IL-10 (Elena et al., 2006). Produksi
yang berlebihan sitokin inflamasi menyebabkan aktivasi respon sistemik berupa
SIRS terutama pada paru-paru, hati, ginjal usus dan organ lainnya (Arul et al.,
2001) yang mempengaruhi - permeabilitas vaskuler, fungsi jantung dan
menginduksi perubahan metabolik sehingga terjadi apoptosis maupun nekrosis
jaringan, Multiple Organ Failure (MOF), syok septik, serta kematian (Arul, 2001,

Elena et al., 2006).
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Statin memiliki efek imunomodulasi, sebagaimana zat antiinflamasi yang
dapat meningkatkan kadar limfosit akibat inflamasi. Terapi statin berhubungan
dengan penghambatan terjadinya sepsis pada manusia. Statin terbukti dapat
berperan sebagai faktor antiinflamasi dengan jalan menghambat produksi sitokin
proinflamasi. Diketahui bahwa produksi molekul proinflamasi sebagian besar
melalui aktivasi NF-kB atau AP-1. Statin berperan sebagai senyawa antiinflamasi
dengan cara menghambat ekspresi TNF-a dan MCP-1 yang diinduksi LPS, dan
menghambat aktivasi NF-kB dan AP-1 melalui jalur yang diaktivasi oleh PPAR-y
dan PPAR-a, sehingga statin dapat menghambat respon inflamasi melalui

aktivasi PPAR-y dan PPAR-a (Yano et al., 2007).

2.3.2 Efek terhadap Sel

Sepsis menyebabkan peningkatan yang signifikan pada perekrutan dan
transmigrasi leukosit serta ekspresi P-selektin pada endotelium vaskuler. Statin
mempunyai efek dalam mengurangi lipopolisakarida (LPS) dan Staphylococcus
aureus a-toxin yang dapat menginduksi migrasi dan perekrutan leukosit (Pruefer
et al., 2002; Diomede et al., 2001). Pemberian statin secara signifikan
menghasilkan penurunan adhesi leukosit pada endotelium dengan cara
menurunkan ekspresi dari molekul adhesi sel endotelium yaitu P-selektin,
CD11b, dan CD18 dengan menghambat lymphocyte function antigen-1 (LFA-1)
yang berfungsi dalam memerantarai adhesi. Statin secara langsung berikatan
dengan leucocyte integrin LFA-1 (biasa dikenal dengan CD11a/CD18) dan

mengganggu fungsi dari ICAM-1 (Weitz-Schmidt, et al., 2001).
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Gambar 2.19 Penghambatan interaksi antara LFA-1 dengan ICAM1 oleh
statin (Terblanche et al., 2007)

Statin juga mempengaruhi fungsi dari monosit. Studi yang dilakukan oleh
Niessner, et al (2006) menunjukkan bahwa simvastatin dengan kadar 80 mg/hari
dapat menekan ekspresi reseptor toll like receptor (TLR) 4 dan 2 pada
permukaan sel monosit. Penurunan ekspresi TLR4 dan TLR2 berasosiasi
dengan penurunan konsentrasi TNF-a dan monocyte chemoattractant protein-1
pada sirkulasi darah.

Ketika sepsis berkembang, sel endotel akan teraktivasi sehingga terlibat
dalam proses inflamasi dan melepaskan berbagai mediator inflamasi, serta
meningkatkan ekspresi molekul adhesi. Molekul adhesi dari sel endotel tidak
hanya berfungsi mengikat leukosit, akan tetapi juga untuk mengaktivasi kaskade
persinyalan transmigrasi leukosit. Berbagai studi yang telah dilakukan
menunjukkan bahwa statin dapat menghambat proses tersebut (Gao et al.,
2008). Penurunan aktivasi dari faktor transkripsi proinflamasi pada sel endotel
juga menunjukkan bahwa statin merupakan senyawa imunomodulator. Hal

tersebut terbukti dengan penurunan kadar ekspresi NF-«B sehingga statin dapat
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menghambat efek sitokin TNF-a terhadap sel endotel. Selain itu, statin juga
meningkatkan aktivitas endothelial NO synthase (eNOS) dan meningkatkan
produksi NO. Secara fisiologi, eNOS akan diaktifkan oleh protein kinase Akt
untuk memproduksi endothelium-derived NO untuk mengatur aktivitas vasomotor
(Luo et al.; 2000).

Pada sepsis terjadi penurunan fungsi eNOS dan peningkatan ekspresi
inducible NO sythase (iINOS), sehingga menyebabkan terjadinya hipotensi dan
resistensi terhadap senyawa obat vasopressor yang terjadi pada syok septik
(Almog et al.,, 2003, Giusti-Paiva et al., 2004). Statin dapat meningkatkan
aktivitas eNOS dengan menginduksi fosforiliasi Akt sehingga meningkatkan
ekspresi eNOS (Kureishi et al., 2000, Laufs et al., 2000), serta mengaktivasi
eNOS secara langsung (Kaesemeyer, et al., 1999). Hal tersebut menyebabkan
terjadinya proses anti-inflamasi lokal pada sel endotel sehingga nitrit oksida
mencegah kemotaksis leukosit dan mengurangi ekspresi molekul adhesi sel
endotel. Kajian in vitro tentang pengaruh statin menunjukkan bahwa aktivasi
pathway Akt oleh statin juga dapat mengurangi apoptosis sel. Statin juga
diketahui dapat meningkatkan jumlah endotelial progenitor cells (EPC) dalam
sirkulasi darah (Llevadot, et al., 2001), selain itu statin juga dapat menginduksi
angiogenesis dengan meningkatkan proliferasi, migrasi, dan pertahanan dari

EPC (Walter, et al., 2004).

2.3.3 Efek terhadap Sitokin

Statin berpengaruh terhadap produksi dari berbagai sitokin, antara lain IL-
6, IL-8, TNF-a, MCP-1 dan C-reactive protein (CRP). CRP terutama diproduksi
oleh sel hepatosit sebagai respon terhadap IL-6. Penelitian in vitro oleh Arnauld

et al. (2005) dengan menggunakan sel hepatosit manusia yang distimulasi
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dengan IL-6 dan kemudian diberi perlakuan pemberian simvastatin dan
atorvastatin. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa sel hepatosit yang
diberi perlakuan statin menunjukkan penghambatan secara signifikan ekspresi

IL-6 dalam menginduksi produksi CRP (Arnauld et al., 2005; Kothe et al., 2000).

2.3.4 Efek terhadap Koagulasi

Peran statin dalam kaskade koagulasi berupa peningkatan fungsi platelet
dan mengurangi aktivitas prokoagulan dengan cara menurunkan agregasi
platelet, menurunkan aktivitas tissue factor (TF), mengurangi konversi
prothrombin menjadi thrombin sehingga menurunkan aktivitas trrombin, serta
mengurangi kadar fibrinogen (Cortellaro et al., 2002, Huhle et al., 1999). Statin
juga mampu menstimulasi fibrinolisis dengan mempengaruhi kadar dan aktivitas
dari tissue plasminogen activator (tPA) dan PAI-1 (Dichtl et al., 2003, Krysiak et
al., 2003). Penelitian in vitro menunjukkan bahwa statin dapat meningkatkan
ekspresi dan aktivitas fungsional dari TF pada sel endotel human umbilical vein
dan sel endotel human -coronary “artery (Shi et al., 2003), sehingga
mengindikasikan adanya peran penting dalam treatment defisiensi protein C. Hal
tersebut meningkatkan kemungkinan bahwa statin mempunyai peluang untuk

digunakan sebagai terapi bagi pasien sepsis (Gao et al., 2008).
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Gambar 2.20 Mekanisme penghambatan inflamasi oleh statin (Almog, 2003)

2.4 Tikus Sepsis

Tikus merupakan hewan model yang populer untuk segala macam
penelitian terkait penyakit pada manusia oleh karena berbagai karakteristik
antara lain kekerabatan genetik dengan manusia yang mencapai 75%. Salah

satu penyakit yang banyak diteliti mengunakan murine (tikus) adalah sepsis.

Beberapa tahun terakhir model-model sepsis murine menjadi topik
perdebatan yang cukup menarik, terutama yang berkaitan dengan penyakit
manusia dan mengarah pada pengembangan terapi biologis baru. Berbagai
penelitian melaporkan hubungan antara murine dan respons manusia terhadap
sepsis pada tingkat genomik (Efron, et al., 2015). Sebaliknya, peneliti lain
berpendapat bahwa ada kesamaan biologis. Sebagai contoh, perbandingan
antara sifat kompleks dari kondisi manusia dan model endotoksemia homogen

dalam strain genetik tunggal tikus (Takao & Miyakawa, 2015).
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Di antara model hewan sepsis, model tikus sering digunakan karena
kemudahan percobaan, ketersediaan rekayasa genetika spesies, dan biaya yang
relatif rendah. Gagasan bahwa model murine sepsis dapat diajukan, namun
karena sifat kompleks dan kondisi heterogen pilihan yang baik untuk pemodelan

ada pada fokus penelitian (Lewis, et al., 2016).

2.4.1 Caecal Ligation Puncture (CLP)

Metode Caecal Ligation Puncture (CLP) banyak digunakan. Model CLP
sepsis melibatkan kinerja laparotomi dengan anestesi umum diikuti oleh ligasi
sebagian dari sekum dalam untuk penciptaan satu atau lebih colotomy cecal
melalui tusukan jarum. Model ini memiliki kekurangan terhadap host: 1) Trauma
bedah pada jaringan, 2) jaringan iskemik dari cecum yang diikat, dan 3) sepsis
polimikroba dari tinja setelah tusukan jarum (Dejager, et al., 2011). Infeksi yang
dihasilkan dari prosedur CLP dapat dimodulasi berdasarkan panjang cecum yang
diikat dan ukuran serta jumlah tusukan yang dilakukan (Tabel 2.4). Hal ini
merupakan kelemahan dari metode CLP, karena beragamnya lubang dan lokasi
ligasi. Beberapa peneliti mengikat seluruh sekum, sedangkan yang lain mengikat
pada panjang tertentu, dan yang lain lagi mengikat persentase dari total panjang
sekum. Demikian pula, ukuran jarum yang digunakan untuk tusukan
menggunakan ukuran yang berbeda, paling umum dalam kisaran 18 hingga 25-

gauge (Lewis, et al., 2016).
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Tabel 2.4. Justifikasi Metode CLP (Lewis, et al., 2016)

Puncture guantity Puncture diameter Cecal ligation length
*

* *
Least severe 1* 25 pauge 0.5 cm_
2 22 pauge 1.0 cm
*
3 21 gauge l.5cm
* *
Most severe 4 18 gauge Entire cecum
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*Ccnmmonly used parameters. Mortality and shock kinetics vary between reports for any given combination.

2.4.2 Induksi LPS (Lipopolisakarida)

Induksi lipopolysaccharide menyebabkan sepsis, model endotoksemia
murine telah menjadi pilar dalam studi eksperimental sepsis dan telah digunakan
selama hampir 100 tahun dalam upaya untuk mempelajari sepsis manusia.
Model ini terdiri dari injeksi lipopolysaccharide (LPS) murni, umumnya intra-
peritoneal. Lipopolysaccharide adalah komponen tunggal dari molekul terkait
patogen kompleks (PAMP) yang dirilis oleh organisme gram negatif (Poli-de-
fegruiredo, et al., 2008). Pemberian bolus LPS pada dasarnya adalah model
intoksikasi daripada keadaan septik yang sebenarnya. Ketika dibandingkan
dengan sepsis pada manusia, endotoksemia menyebabkan konsentrasi sitokin
inflamasi plasma yang tinggi, yang memuncak lebih awal dengan kadar yang
lebih besar serta menunjukkan resolusi yang lebih cepat. Lipopolysaccharide
dalam dosis besar dapat menyerupai sekelompok kecil pasien sepsis manusia
dengan kondisi fulminan seperti meningococcemia yang berlebihan (Lewis, et al.,

2016)
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Respons tikus terhadap LPS menunjukkan spektrum yang tergantung
dosis; dosis yang lebih kecil menghasilkan keadaan hyperdynamic sedangkan
dosis besar menyebabkan hipotensi dan karakteristik hipotermia dari syok septik
murine [6,8,20]. Dosis ini berbeda dengan yang menghasilkan efek yang sama
pada manusia, karena LD50 yang jauh lebih besar untuk LPS pada tikus [16].
Satu penjelasan potensial untuk perbedaan antara respon tikus dan manusia
terhadap LPS mungkin terletak pada berbagai ekspresi protein protektif seperti
hemopexin  (Poli-de-fegruiredo, et al., 2008). Penentuan LPS mana yang
digunakan menjadi penting, karena kemurnian yang bervariasi antara produk
yang tersedia; produk dengan kemurnian yang lebih rendah dapat mengandung
molekul lain seperti asam Deoksiribonukleat (DNA) atau asam ribonukleat (RNA),
yang akan memodulasi respons imun inang (Lewis, et al., 2016).

Model tikus endotoksemia berguna secara ilmiah dalam menganalisis
mekanisme dan jalur biologis spesifik, seperti respons imun_ _terhadap
rangsangan prototipikal jalur Tol Like Receptor (TLR) spesifik, seperti LPS dan
TLR4. Namun, jika dibandingkan dengan model yang lebih kompleks dan relevan
secara fisiologis seperti model cecal ligation and puncture (CLP), injeksi LPS
dapat dititrasi untuk mencapai angka kematian yang sama dan perubahan
hematologi. Namun, pada tingkat molekuler, perbedaan penting tetap ada.
Sitokin inflamasi seperti tumor necrosis factor-a (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6),
keratinosit chemoattractant (KC), dan protein inflamasi makrofag-2 (MIP-2)
semuanya menunjukkan profil temporal yang berbeda, dengan sitokin memuncak
sebelumnya, pada konsentrasi yang lebih besar dan untuk durasi yang lebih

pendek dengan endotoksemia (Remick & Ward, 2005).
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2.5 Antibodi

[ Neutralization of
microbes and toxins

(Opsonization and

phagocytosis
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Complement
activation

Gambar 2.21. Respon antibodi terhadap antigen

Antibodi atau disebut juga immunoglobulin adalah jenis protein khusus
yang penting bagi kesehatan yang membantu tubuh menyingkirkan patogen
seperti virus, bakteri, dan parasit atau sering disebut antigen, sehingga kondisi
tubuh bisa tetap sehat. Antibodi secara spesifik diproduksi oleh sel B. antibody
akan diproduksi oleh sel B saat terdapat antigen yang terikat pada permukaan
sel B. struktur dasar antibody berbentuk Y (150 kD) yang mana terdapat bagian
yang disebut heavy chains (50 kD) dan light chain (25 kD) dan saling berikatan
karena adanya ikatan disulfide pada masing-masing bagian. Antibody
diklasifikasikan menjadi lima grup yang sering disebut immunoglobulin A (IgA),
immunoglobulin G (1gG), immunoglobulin E (IgE), immunoglobulin M (IgM),

immunoglobulin D (IgD).
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Dalam berinteraksi dengan antigen, antibody memiliki beberapa respon,
meliputi menetralkan mikroba dan zat beracun yang dibawanya.

Opsonisasi - antibody yang merupakan —proses mencerna dan
menghilangkan pathogen dengan cara fagosit. Antibody memediasi fagositosis,
pada bagian ini dicontohkan dengan proses fagositosis antigen oleh sel NK yang
mana dalam pengenalan sel NK terhadap antigen memerlukan antibody.
Antibody awalnya akan mengikat antigen sehingga reseptor Fcy pada NK sel
akan mengikat antibody dan teraktivasi untuk melakukan killing pada antigen
tersebut. Antibody sebagai system komplemen. Dalam system komplemen
terdapat tiga jalur yaitu jalur alternative, jalur klasik dan jalur lectin. Jalur
alternative seperti yang terjadi pada plasma C3 yang secara otomatis akan
membelah (hidrolisis) dan menyebabkan C3b berikatan pada permukaan
mikroba dan mengikat factor B. factor B yang telah berikatan dengan C3b
dipermukaan mikroba kemudian akan mengalami permelahan yang dipengaruhi
oleh factor D sehingga formasi C3b dan factor B akan stabil. Kondisi tersebut
akan mengaktifasi factor C3 lain untuk berikatan. Sehingga dapat membentuk
komplemen C5 konvertase. Jalur klasik merupakan aktivasi antibody terhadap
antigen yang ditengarahi adanya isotip tertentu. Sedangkan jalur lectin yaitu
aktivasi antibody oleh plasma lektin yang berikatan pada mannose di permukaan
mikroba. Selain itu, aktivasi komplemen juga menstimulasi respon  inflamasi
dengan mengaktifasi sel mast, neutrophil dan sel endotel yang diinduksi oleh

fragmen Cb5a, C4a, dan C3a (Gambar 2.21.).

2.5.1 Sifat Kimia
2.5.2 Interaksi Antigen-Antibodi
Antigen (Ag) adalah molekul yang memiliki kemampuan untuk

menginduksi respon imun (untuk menghasilkan antibodi) dalam organisme inang.
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Antigen umumnya berupa protein, peptida, atau polisakarida. Lipid dan asam
nukleat dapat bergabung dengan molekul-molekul itu untuk membentuk antigen
yang lebih kompleks. Bagian dari bakteri, virus, dan mikroorganisme lainnya
dapat menjadi antigen. Ketika antigen asing memasuki tubuh, ia merangsang
sistem kekebalan untuk menghasilkan antibodi. Molekul antibodi pelindung
membantu tubuh melawan antigen.

Terkadang antigen adalah bagian dari inang itu sendiri. Antigen ini dikenal
sebagai autoantigen. Antibodi terhadap autoantigen dikenal sebagai
autoantibodi. Beberapa penyakit autoimun melibatkan keberadaan autoantigen
dan autoantibodi.

Antibodi mengenali antigen (biasanya protein) berdasarkan struktur dan
kandungannya, dan hanya mengikat sebagian kecil antigen, yang dikenal
sebagai epitop, atau penentu antigenik. Setiap jenis antibodi berikatan dengan
satu epitop unik, karena situs pengikatan antigen yang unik dari suatu antibodi.

Singkatnya, antibodi berikatan dengan antigen tertentu secara spesifik.

-
3 f

[[JAntigen []Epitope [ Antibody

Gambar 2.22. Epitop pada antibodi
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Di alam, kebanyakan antigen memiliki potensi untuk terikat oleh banyak
antibodi, dan jika organisme inang terkena antigen, inang akan mengembangkan
serangkaian antibodi yang masing-masing mengikat ke epitop antigen yang

terpisah, sehingga antibodi ini akan bervariasi dalam kekhususan dan melawan
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antigen lebih efisien.

2.5.3 Klasifikasi

Antibodi juga dikenal sebagai imunoglobulin (Ig). Pada manusia, ada lima
kelas utama antibodi, dengan masing-masing kelas memainkan peran yang
berbeda dalam respon imun. Kelas-kelas ini diidentifikasi sebagai IgM, 1gG, IgA,
IgE, dan IgD, yang berbeda di wilayah konstan rantai berat mereka, seperti yang

ditunjukkan pada Gambar 2.23.

IgM 1gG Secretory IgA IgE IgD
pentamer monomer dimer monomer monomer
’ : ¥ Sofax )¢ 5 ¢
\ /4 i 7 \ { i
O H | 1
Secretory component f |

)\Yar’4

— N

Heavy Chains M \% lod € )

Number of antigen binding sites 10 2 4 2 2

Gambar 2.23. Klasifikasi immunoglobulin

IgM: Dari lima kelas Ig, IgM adalah yang paling masif karena merupakan
pentamer dari lima bagian berbentuk Y. Setiap bagian berbentuk Y melekat pada
unit _bergabung yang disebut rantai J melalui ikatan disulfida. IgM adalah Ig
pertama yang dibuat oleh janin dan Ig pertama yang diproduksi sebagai respons

primer terhadap antigen.

S

IgG: IgM adalah yang paling banyak beredar, terhitung 75% dari semua Ig dalam

serum. IgM dapat melintasi pembuluh darah dan bahkan plasenta untuk
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memberikan perlindungan pada janin. IgG juga dikatakan paling serbaguna,

menjalankan fungsi semua kelas Ig lainnya.

IgA: IgA yang ditemukan dalam serum adalah monomer tetapi IgA yang
ditemukan dalam sekresi adalah dimer yang mengandung rantai J. Gambar
hanya menunjukkan IgA sekretori. IgA adalah kelas utama Ig dalam sekresi
seperti air mata, air liur, kolostrum, dan lendir, dan merupakan bagian penting

dari kekebalan mukosa.

IgE: IgE adalah Ig serum paling sedikit karena ia terikat sangat erat dengan
reseptor Fc pada sel imun termasuk basofil dan sel mast. IgE banyak ditemukan
dalam air liur dan lendir. Fungsi utama IgE adalah untuk mengenali antigen

selama reaksi alergi.

IgD: IgD terutama ditemukan pada permukaan sel B di mana ia berfungsi
sebagai reseptor untuk antigen dan memberi sinyal pada sel B untuk diaktifkan.

Sejauh ini, relatif sedikit yang dikenal sebagai fungsi IgD.

Untuk menyimpulkan, lima kelas Ig manusia dibedakan satu sama lain oleh jenis

rantai berat dan fungsinya tidak persis sama.

2.5.4 Produksi

Sifat khusus antibodi menjadikannya alat yang berguna untuk penelitian
ilmiah, diagnosis dan pengobatan penyakit, dan bidang lainnya. Ada peningkatan
permintaan untuk antibodi karena aplikasi mereka yang luas. Antibodi buatan
manusia terutama dibagi menjadi dua jenis: antibodi ‘monoklonal (mAb) dan
antibodi poliklonal (pAb). Dengan perkembangan teknologi, jenis baru antibodi

buatan manusia muncul; itu adalah antibodi rekombinan (rAb).
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a. Antibodi monoklonal

Produksi antibodi  monoklonal ' terutama ' menggunakan teknologi
hibridoma, yang melibatkan penyuntikan imunogen (antigen atau zat apa pun
yang mampu menimbulkan respons imun) ke dalam hewan inang untuk memicu
respons imun, mengisolasi sel B yang diaktifkan dari limpa, menyatukan
mengisolasi sel B dengan sel myeloma untuk menghasilkan hibridoma, skrining
supernatan hibridoma untuk memilih hibridoma yang berhasil yang akan
menghasilkan antibodi yang diinginkan, mengkloning atau memperluas hibridoma
yang dipilih untuk menghasilkan jumlah antibodi yang lebih besar, dan
memurnikan serta menguji antibodi tersebut. Antibodi yang dibuat melalui
prosedur ini disebut antibodi monoklonal dan hanya mengenali satu epitop pada

suatu antigen.

b. Antibodi poliklonal
Produksi antibodi poliklonal berbeda dari antibodi monoklonal tetapi juga
melibatkan imunisasi hewan, sebagai berikut: menyuntikkan imunogen ke hewan
inang untuk memicu respons imun, mengambil seluruh darah dari hewan yang
diimunisasi, memisahkan serum dari seluruh darah, mengisolasi dan
memurnikan antibodi dari serum, dan menguji antibodi yang dihasilkan. Proses
ini lebih cepat dan lebih murah dibandingkan dengan produksi antibodi

monoklonal. Antibodi poliklonal mengenali beberapa epitop pada suatu antigen.

c. Antibodi rekombinan
Produksi antibodi rekombinan jauh berbeda dari produksi antibodi
monoklonal atau poliklonal, tetapi sebaliknya, mirip dengan produksi protein
rekombinan. Produksi antibodi rekombinan bergantung pada teknologi DNA

rekombinan, yang melibatkan penggunaan rekombinasi genetik untuk
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menyatukan materi genetik dari berbagai sumber, menciptakan sekuens DNA
yang secara alami tidak ditemukan dalam genom, untuk menghasilkan antibodi

dengan sifat yang dirancang.

2.5.5 Aplikasi
Antibodi dapat berikatan dengan antigen unik dengan spesifisitas tinggi.

Spesifisitas adalah andalan untuk berbagai metode eksperimental. Kemajuan
dalam produksi antibodi memungkinkan produksi antibodi yang tinggi. Saat ini,
antibodi terutama digunakan dalam:
a) Penelitian

Antibodi digunakan dalam immunoassay, seperti ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay), WB (Western blotting), IHC (Immunohistochemistry), IF
(Immunofluorescence), ChiP (Chromatin imunopresipitasi), ICC
(Immunocytochemistry), FC (Flow cytometry), FC dIll. Metode-metode ini
membantu dalam pendeteksian dan karakterisasi protein. Selain itu, antibodi juga
digunakan untuk memurnikan protein, memfasilitasi produksi protein rekombinan.
b) Diagnosis penyakit

Beberapa immunoassay juga digunakan untuk tujuan diagnostik. Deteksi
protein atau antibodi tertentu dengan immunoassays membantu menentukan
adanya penyakit atau infeksi. Sebagai contoh, pengujian untuk keberadaan
antibodi terhadap HCV direkomendasikan untuk mengidentifikasi orang dengan
infeksi HCV.
c) Terapi antibodi

Antibodi monoklonal telah muncul sebagai pengobatan penting untuk
berbagai macam penyakit, seperti kanker, penyakit radang kronis, penyakit
autoimun, dan infeksi. Antibodi terapi bekerja dalam berbagai cara. Sebagai

contoh, beberapa antibodi terapeutik merangsang sistem kekebalan tubuh pasien
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untuk menyerang sel-sel yang sakit dengan mengikat molekul spesifik,
sedangkan beberapa blok molekul kritis digunakan sel kanker untuk menghindari
serangan kekebalan agar tetap hidup.

Singkatnya, antibodi adalah kelompok protein pelindung yang penting
dalam organisme, dengan kemampuan untuk mengikat antigen yang sesuai
dengan spesifisitas tinggi. Protein pelindung ini diproduksi oleh sekelompok sel
kekebalan yang dikenal sebagai sel plasma. Di dalam tubuh manusia, ada lima
kelas utama antibodi, masing-masing dengan rantai berat dan fungsi yang
berbeda. Karena interaksi antara antibodi dan antigen sangat spesifik, antibodi
digunakan untuk banyak tujuan termasuk penelitian, diagnosis penyakit dan

terapi antibodi.
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3.2 Keterangan Kerangka Konsep

LPS yang diinduksii pada tikus akan dapat secara langsung mengaktivasi
sel target ataupun berikatan reseptor TLR4 yang selanjutnya akan mengaktifkan
respon imun dengan mengaktifkan makrofag dan komplemen. Makrofag
mengaktivasi berbagai mediator inflamasi seperti TNFea, IL-1, IL-6, IL-8 yang
disertai peningkatan produksi radikal bebas Reaktive Oxygen species (ROS).
Sedangkan komplemen akan mengaktifkan Cba yang selanjutnya akan
mengaktifkan thymocyte dan neutrofile yang berakibat menurunnya sistem imun.
Hal ini menyebabkan terjadinya chemotaxis, fagositosis, dan produksi
intermediate radikal yaitu H.O2. Meningkatnya radikal bebas yang tidak terkontrol
menyebabkan stress oxidatif yang akan merusak sel antara lain merusak
memberan sel melalui proses peroksidasi lipid oleh radikal hidroksil (OH) yang
merupakan produk dari H.O, sehingga terbentuk malondealdehid (MDA) sebagai
indikator terjadinya peroksidasi lipid. Sedangkan tymocyte dapat menyebabkan
apoptosis. Meningkatnya stres oksidatif dan menurunnya fungsi imun inate
menyebabkan keadaan yang disebut SIRS (systemic inflammatory response
syndrome).

Di sisi lain infeksi juga menyebabkan gangguan fungsi dan struktur sel
endotel sehingga mengganggu biosintesis dari berbagai = molekul dan
disintesisnya tromboxane, leukotrien dan PAF serta terekspresinya adesi molekul
sebagai respon terhadap adanya infeksi. Keadaan ini akan menyebabkan
terjadinya koagulasi darah dan terbentuknya disseminated intravascular
coagulation (DIC).

Kejadian apoptosis, stres oksidatif, SIRS dan koagulasi darah
menyebabkan terjadinya jejas jaringan/organ yang dapat menyebabkan disfungsi

organ bahkan kematian.
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3.3 Hipotesis

3.3.1 Hipotesis Penelitian
Perlakuan IIP (Injeksi Intraperitoneal) E. coli mampu meningkatkan

parameter proinflamasi dan fungsi organ serta pemberian kombinasi statin dan
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ABLPS lebih baik dalam menurunkan beberapa parameter akibat perlakuan

tersebut

3.3.2. Hipotesis minor

1. Terdapat peningkatan mediator proinflamasi, fungsi organ ginjal dan hepar
akibat perlakuan IIP E. coli.

2. Terdapat penurunan Mediator Proinflamasi TNF-a pada pemberian Statin,
AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada tikus model sepsis IIP E.coli.

3. Terdapat penurunan Mediator Proinflamasi hs-CRP pada pemberian Statin,
AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada tikus model sepsis IIP E.coli

4. Terdapat penurunan Mediator Proinflamasi PCT pada pemberian Statin,
AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada tikus model sepsis IIP E.coli

5. Terdapat penurunan Mediator Proinflamasi MDA pada pemberian Statin,
AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS pada tikus model sepsis IIP E.coli

6. Terdapat penurunan ureum/BUN pada pemberian Statin, AbLPS, dan
kombinasi Statin + AbLPS pada tikus model sepsis |IP E.coli

7. Terdapat penurunan kreatinin pada pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi
Statin + AbLPS pada tikus model sepsis IIP E.coli

8. Terdapat penurunan SGPT pada pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi

Statin + AbLPS pada tikus model sepsis IIP E.coli

S

9. Terdapat penurunan SGOT pada pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi

NIVERSITA

Statin + AbLPS pada tikus model sepsis IIP E.coli

BRAWIJAYA
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10. Terdapat penurunan total bilirubin pada pemberian Statin, AbLPS, dan

kombinasi Statin + AbLPS pada tikus model sepsis 1P E.coli
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini ‘menggunakan desain experimental post test only control
group design dengan menggunakan hewan model tikus putih (Rattus norvegicus
strain -Wistar) jantan. Pembagian kelompok penelitian ini meliputi kelompok
kontrol (tanpa diberikan perlakuan apapun), kelompok tikus model sepsis akibat
injeksi Eschericia coli 10° CFU, kelompok perlakuan statin, kelompok perlakuan
antibodi LPS dan kelompok perlakuan kombinasi statin+antibodi LPS yang
masing-masing pada jam ke nol dan jam ke tiga. Jumlah tikus per kelompok

adalah 5 ekor tikus.

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret — Juni 2018 di Laboratorium
Farmakologi FKUB untuk pemeliharaan dan perlakuan pada tikus dan analisis
kadar MDA, Laboratorium Mikrobiologi FKUB untuk kultur bakteri, Laboratorium
Patologi Klinik untuk pengukuran kimia darah dan Laboratorium Biomedik untuk

ELISA TNFa, HsCRP dan PCT.

4.3 Sampel Penelitian
Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus norvegicus).
1. Kriteria inklusi: jenis kelamin jantan, umur 7-9 minggu, berat badan 150-170
gram, belum mengalami perlakuan apapun atau belum mendapat asupan
bahan kimia apapun, dan dalam keadaan sehat dengan ditandai bergerak

aktif serta bulu tidak rontok.
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2. Kriteria eksklusi: tikus kelompok diabetes yang tidak mencapai kondisi
hiperglikemia dan mati selama perlakuan.
Jumlah sampel dihitung dengan rumus:
p(n-1) =15
n = jumlah sampel tiap perlakuan
p = jumlah perlakuan
Pada penelitian ini diketahui perlakuan (p) = 9, sehingga jumlah sampel yang

dibutuhkan adalah:

9(n-1) = 15
9n > 24
n > 29=3

Jadi, jumlah pengulangan sampel untuk tiap perlakuan adalah minimal 3
dan cadangan 2 ekor. Total tikus yang digunakan adalah 5 ekor untuk tiap
kelompok. Sehingga total tikus yang dibutuhkan sebanyak 45 ekor

Sedangkan untuk terapi dan pencegahan terdapat 7 kelompok :

Kelompok Tikus Penelitian

Kelompok Kontrol
Kelompok E. coli jam ke-0
Kelompok E. coli + Statin jam ke-0 __ Kelompok A
Kelompok E. coli + Ab LPS jam ke-0

Kelompok E. coli + Statin + Ab LPS Jam ke-0 —
Kelompok E. coli jam ke-3

Kelompok E. coli + Statin jam ke 3
Kelompok E. coli + Ab LPS jam ke-3
Kelompok E. coli + Statin +Ab LPS jam ke-3

J

—  Kelompok B

00 & @ U i Wl

—

Perlakuan Perlakuan Permeriksaan
Kelompok A Kelompok B semua Kelompok

Jam ke-0 Jam ke-3 Jam ke-6
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4.4 Variable penelitian
4.4.1 Variable bebas
1. Simvastatin
2. AbLPS

3. lIP E. coli
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4.4.2 Variable terikat

1. TNF-a
2. PCT
3. BUN
4. Ureum

5. Total bilirubin
6. Hs-CRP

7. SGOT

8. SGPT

9. Kreatinin

4.5 Alat dan Bahan
4.5.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kandang tikus, Waterbath,
stirer, laminary air flow ELISA reader, spektrofotometri, rak tabung reaksi, tabung
reaksi, mikro pipet, intragastrik sonde, neraca analitik.
4.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah SOD kit, TBA, Na Thio,

TNFa kit, PCT kit, HSCRP kit, medium agar, larutan PBS, aquades, Simvastatin,

S

Anti LPS (Sigma).
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4.6 Prosedur Penelitian

Dari hasil pemeriksaan metode dot blot didapatkan dosis optimum untuk
treatment E. coli yang diinjeksikan pada tikus sebanyak 10° CFU dan dosis
antibody antiLPS sebesar 108. Sehingga dosis statin yang diberikan secara

sonde sebesar 1.17 mg/kg berat badan.

4.6.1 Pemberian Statin

Pemberian statin dilakukan dengan sonde. Dosis rendah pemberian
simvastatin adalah 1.17 mg/kg berat badan. Dosis rendah pemberian statin
adalah 0.59 mg/kg berat badan. Dosis ini merupakan ekstrapolasi alometrik dari
dosis yang disarankan untuk hiperkolesterolemia pada pasien (Pachaly & Brito,
2001; Stolf et al., 2012). Dosis tinggi pemberian simvastatin adalah 5.85 mg/kg

berat badan. Dosis tinggi pemberian simvastatin adalah 2.95 mg/kg berat badan.

4.6.2 Disfungsi organ

Disfungsi hati dievaluasi dengan pengukuran kadar total bilirubin, bilirubin
direk, alanin amino transferase, dan aspartat amino transferase. Disfungsi ginjal
dianalisa dengan pengukuran kadar urea nitrogen dan  kreatinin. Semua

pemeriksaan dianalisa dengan autoanalyzer.

4.6.3 Metode Pemeriksaan Kadar TNF-a

Metode pemeriksaan TNF-o. menggunakan  prinsip kuantitatif teknik
sandwich enzyme immunoassay. Prinsipnya monoklonal antibodi spesifik untuk
TNF-a dilapiskan pada microplate kemudian standar dan sampel dipipet ke well
dan keberadaan TNF-o akan terikat oleh antibodi imobilisasi. Setelah dilakukan

pencucian terhadap senyawa yang tidak terikat, maka enzyme-linked monoclonal
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antibody spesifik ke TNF-a ditambahkan ke well. Selama pencucian untuk
menghilangkan senyawa yang tidak terikat reagen antibody-enzyme, larutan
substrat ditambahkan ke well dan warna akan muncul sesuai proporsi TNF-a
yang terikat di tahap awal. Perkembangan warna dihentikan dan diukur intensitas
warna tersebut. Hasil pemeriksaan akan dibaca menggunakan spekrtrofotometer
(A=450 nm). Kadar TNF-a dihitung berdasarkan kurva standar dan diekspresikan

dalam pg/ml.

4.6.4 Metode Pemeriksaan hs-CRP

Metode pemeriksaan hs-CRP menggunakan prinsip kuantitatif teknik
sandwich enzyme immunoassay. Prinsipnya monoklonal antibodi spesifik untuk
hs-CRP dilapiskan pada microplate kemudian standar dan sampel dipipet ke well
dan keberadaan hs-CRP akan terikat oleh antibodi imobilisasi. Setelah dilakukan
pencucian terhadap senyawa yang tidak terikat, maka enzyme-linked monoclonal
antibody spesifik ke hs-CRP ditambahkan ke well. Selama pencucian untuk
menghilangkan senyawa yang tidak terikat reagen antibody-enzyme, larutan
substrat ditambahkan ke well dan warna akan muncul sesuai proporsi hs-CRP
yang terikat di tahap awal. Perkembangan warna dihentikan dan diukur intensitas
warna tersebut. Hasil pemeriksaan akan dibaca menggunakan spekrtrofotometer
(A=450 nm). Kadar hs-CRP dihitung berdasarkan kurva standar dan

diekspresikan dalam pg/ml.

4.6.5 Metode Pemeriksaan pro-calcitonin
Metode pemeriksaan pro-calcitonin menggunakan prinsip kuantitatif teknik
sandwich enzyme immunoassay. Prinsipnya monoklonal antibodi spesifik untuk

pro-calcitonin dilapiskan pada microplate kemudian standar dan sampel dipipet
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ke well dan keberadaan pro-calcitonin akan terikat oleh antibodi imobilisasi.
Setelah dilakukan ' pencucian terhadap senyawa yang tidak terikat, maka
enzyme-linked monoclonal antibody spesifik ke pro-calcitonin ditambahkan ke
well. Selama pencucian untuk menghilangkan senyawa yang tidak terikat reagen
antibody-enzyme, larutan substrat ditambahkan ke well dan warna akan muncul
sesuai proporsi pro-calcitonin yang terikat di tahap awal. Perkembangan warna
dihentikan dan diukur intensitas warna tersebut. Hasil pemeriksaan akan dibaca
menggunakan spekrtrofotometer (A=450 nm). Kadar pro-calcitonin P dihitung

berdasarkan kurva standar dan diekspresikan dalam pg/ml.

4.6.6 Metode Pemeriksaan Malondialdehid

Metode pemeriksaan menggunakan metode yang dikembangkan  di
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Tahap
persiapan: 3-4 ml darah dari tubuh hewan coba tanpa koagulan disentrifuge 1000
rom selama 15 menit. Serum darah yang diperoleh dibagi dua sebagai serum uji
dan serum kontrol. Pada serum uji dan control ditambahan TCA 100 pL lalu
divortex kemudian ditambahkan HCI 250 pL lalu divortex kembali. Dilakukan
sentrifuge 500 rpm 10 menit, diambil supernatan kemudian disaring dengan glass
wool. Ditambahkan Na-thiobarbiturat pada serum uji sebanyak 100 pL. Pada
serum uji dan kontrol dilakukan vortex, panaskan dalam waterbath 100°C selama
20 menit, angkat dan diamkan pada suhu ruang. Baca absorbansi pada panjang

gelombang 529 nm.

4.7 Definisi operasional variable

lIP E. coli adalah  metode pembuatan  tikus
model sepsis dengan cara injeksi
intraperitoneal menggunakan kultur
E. coli.
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Statin merupakan obat yang difungsikan
untuk mereduksi flak pada penderita
kolesterol tinggi, stroke dan
aterosklerosis.

Kombinasi statin campuran statin dengan antibody anti
LPS yang digunakan untuk
pencegahan dan pengobatan sepsis
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4.8 Alur Penelitian

Tikus + E.coli jam O Tikus kontrol Tikus + E.colijam O
|
Statin jam O Statin jam 3
AbLPS jam 0 AbLPS jam 3
Statin + AbLPS jam O Statin + AbLPS jam 3
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4

Pemeriksaan jam 6

(TNF-a,hs-CRP,PCT,BUN kreatinin,SGPT,SGOT,total bilirubin)

S

<
<
s
:
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini ‘menggunakan desain experimental post test only control
group design dengan menggunakan hewan model tikus putih (Rattus norvegicus
strain -Wistar) jantan. Pembagian kelompok penelitian ini meliputi kelompok
kontrol (tanpa diberikan perlakuan apapun), kelompok tikus model sepsis akibat
injeksi Eschericia coli 10° CFU, kelompok perlakuan statin, kelompok perlakuan
antibodi LPS dan kelompok perlakuan kombinasi statin+antibodi LPS yang
masing-masing pada jam ke nol dan jam ke tiga. Jumlah tikus per kelompok

adalah 5 ekor tikus.

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret — Juni 2018 di Laboratorium
Farmakologi FKUB untuk pemeliharaan dan perlakuan pada tikus dan analisis
kadar MDA, Laboratorium Mikrobiologi FKUB untuk kultur bakteri, Laboratorium
Patologi Klinik untuk pengukuran kimia darah dan Laboratorium Biomedik untuk

ELISA TNFa, HsCRP dan PCT.

4.3 Sampel Penelitian
Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus norvegicus).
1. Kriteria inklusi: jenis kelamin jantan, umur 7-9 minggu, berat badan 150-170
gram, belum mengalami perlakuan apapun atau belum mendapat asupan
bahan kimia apapun, dan dalam keadaan sehat dengan ditandai bergerak

aktif serta bulu tidak rontok.
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2. Kriteria eksklusi: tikus kelompok diabetes yang tidak mencapai kondisi
hiperglikemia dan mati selama perlakuan.
Jumlah sampel dihitung dengan rumus:
p(n-1) =15
n = jumlah sampel tiap perlakuan
p = jumlah perlakuan
Pada penelitian ini diketahui perlakuan (p) = 9, sehingga jumlah sampel yang

dibutuhkan adalah:

9(n-1) = 15
9n > 24
n > 29=3

Jadi, jumlah pengulangan sampel untuk tiap perlakuan adalah minimal 3
dan cadangan 2 ekor. Total tikus yang digunakan adalah 5 ekor untuk tiap
kelompok. Sehingga total tikus yang dibutuhkan sebanyak 45 ekor

Sedangkan untuk terapi dan pencegahan terdapat 7 kelompok :

Kelompok Tikus Penelitian

Kelompok Kontrol
Kelompok E. coli jam ke-0
Kelompok E. coli + Statin jam ke-0 __ Kelompok A
Kelompok E. coli + Ab LPS jam ke-0

Kelompok E. coli + Statin + Ab LPS Jam ke-0 —
Kelompok E. coli jam ke-3

Kelompok E. coli + Statin jam ke 3
Kelompok E. coli + Ab LPS jam ke-3
Kelompok E. coli + Statin +Ab LPS jam ke-3

J

—  Kelompok B

00 & @ U i Wl

—

Perlakuan Perlakuan Permeriksaan
Kelompok A Kelompok B semua Kelompok

Jam ke-0 Jam ke-3 Jam ke-6
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4.4 Variable penelitian
4.4.1 Variable bebas
1. Simvastatin
2. AbLPS

3. lIP E. coli
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4.4.2 Variable terikat

1. TNF-a
2. PCT
3. BUN
4. Ureum

5. Total bilirubin
6. Hs-CRP

7. SGOT

8. SGPT

9. Kreatinin

4.5 Alat dan Bahan
4.5.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kandang tikus, Waterbath,
stirer, laminary air flow ELISA reader, spektrofotometri, rak tabung reaksi, tabung
reaksi, mikro pipet, intragastrik sonde, neraca analitik.
4.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah SOD kit, TBA, Na Thio,

TNFa kit, PCT kit, HSCRP kit, medium agar, larutan PBS, aquades, Simvastatin,

S

Anti LPS (Sigma).
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4.6 Prosedur Penelitian

Dari hasil pemeriksaan metode dot blot didapatkan dosis optimum untuk
treatment E. coli yang diinjeksikan pada tikus sebanyak 10° CFU dan dosis
antibody antiLPS sebesar 108. Sehingga dosis statin yang diberikan secara

sonde sebesar 1.17 mg/kg berat badan.

4.6.1 Pemberian Statin

Pemberian statin dilakukan dengan sonde. Dosis rendah pemberian
simvastatin adalah 1.17 mg/kg berat badan. Dosis rendah pemberian statin
adalah 0.59 mg/kg berat badan. Dosis ini merupakan ekstrapolasi alometrik dari
dosis yang disarankan untuk hiperkolesterolemia pada pasien (Pachaly & Brito,
2001; Stolf et al., 2012). Dosis tinggi pemberian simvastatin adalah 5.85 mg/kg

berat badan. Dosis tinggi pemberian simvastatin adalah 2.95 mg/kg berat badan.

4.6.2 Disfungsi organ

Disfungsi hati dievaluasi dengan pengukuran kadar total bilirubin, bilirubin
direk, alanin amino transferase, dan aspartat amino transferase. Disfungsi ginjal
dianalisa dengan pengukuran kadar urea nitrogen dan  kreatinin. Semua

pemeriksaan dianalisa dengan autoanalyzer.

4.6.3 Metode Pemeriksaan Kadar TNF-a

Metode pemeriksaan TNF-o. menggunakan  prinsip kuantitatif teknik
sandwich enzyme immunoassay. Prinsipnya monoklonal antibodi spesifik untuk
TNF-a dilapiskan pada microplate kemudian standar dan sampel dipipet ke well
dan keberadaan TNF-o akan terikat oleh antibodi imobilisasi. Setelah dilakukan

pencucian terhadap senyawa yang tidak terikat, maka enzyme-linked monoclonal
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antibody spesifik ke TNF-a ditambahkan ke well. Selama pencucian untuk
menghilangkan senyawa yang tidak terikat reagen antibody-enzyme, larutan
substrat ditambahkan ke well dan warna akan muncul sesuai proporsi TNF-a
yang terikat di tahap awal. Perkembangan warna dihentikan dan diukur intensitas
warna tersebut. Hasil pemeriksaan akan dibaca menggunakan spekrtrofotometer
(A=450 nm). Kadar TNF-a dihitung berdasarkan kurva standar dan diekspresikan

dalam pg/ml.

4.6.4 Metode Pemeriksaan hs-CRP

Metode pemeriksaan hs-CRP menggunakan prinsip kuantitatif teknik
sandwich enzyme immunoassay. Prinsipnya monoklonal antibodi spesifik untuk
hs-CRP dilapiskan pada microplate kemudian standar dan sampel dipipet ke well
dan keberadaan hs-CRP akan terikat oleh antibodi imobilisasi. Setelah dilakukan
pencucian terhadap senyawa yang tidak terikat, maka enzyme-linked monoclonal
antibody spesifik ke hs-CRP ditambahkan ke well. Selama pencucian untuk
menghilangkan senyawa yang tidak terikat reagen antibody-enzyme, larutan
substrat ditambahkan ke well dan warna akan muncul sesuai proporsi hs-CRP
yang terikat di tahap awal. Perkembangan warna dihentikan dan diukur intensitas
warna tersebut. Hasil pemeriksaan akan dibaca menggunakan spekrtrofotometer
(A=450 nm). Kadar hs-CRP dihitung berdasarkan kurva standar dan

diekspresikan dalam pg/ml.

4.6.5 Metode Pemeriksaan pro-calcitonin
Metode pemeriksaan pro-calcitonin menggunakan prinsip kuantitatif teknik
sandwich enzyme immunoassay. Prinsipnya monoklonal antibodi spesifik untuk

pro-calcitonin dilapiskan pada microplate kemudian standar dan sampel dipipet
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ke well dan keberadaan pro-calcitonin akan terikat oleh antibodi imobilisasi.
Setelah dilakukan ' pencucian terhadap senyawa yang tidak terikat, maka
enzyme-linked monoclonal antibody spesifik ke pro-calcitonin ditambahkan ke
well. Selama pencucian untuk menghilangkan senyawa yang tidak terikat reagen
antibody-enzyme, larutan substrat ditambahkan ke well dan warna akan muncul
sesuai proporsi pro-calcitonin yang terikat di tahap awal. Perkembangan warna
dihentikan dan diukur intensitas warna tersebut. Hasil pemeriksaan akan dibaca
menggunakan spekrtrofotometer (A=450 nm). Kadar pro-calcitonin P dihitung

berdasarkan kurva standar dan diekspresikan dalam pg/ml.

4.6.6 Metode Pemeriksaan Malondialdehid

Metode pemeriksaan menggunakan metode yang dikembangkan  di
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Tahap
persiapan: 3-4 ml darah dari tubuh hewan coba tanpa koagulan disentrifuge 1000
rom selama 15 menit. Serum darah yang diperoleh dibagi dua sebagai serum uji
dan serum kontrol. Pada serum uji dan control ditambahan TCA 100 pL lalu
divortex kemudian ditambahkan HCI 250 pL lalu divortex kembali. Dilakukan
sentrifuge 500 rpm 10 menit, diambil supernatan kemudian disaring dengan glass
wool. Ditambahkan Na-thiobarbiturat pada serum uji sebanyak 100 pL. Pada
serum uji dan kontrol dilakukan vortex, panaskan dalam waterbath 100°C selama
20 menit, angkat dan diamkan pada suhu ruang. Baca absorbansi pada panjang

gelombang 529 nm.

4.7 Definisi operasional variable

lIP E. coli adalah  metode pembuatan  tikus
model sepsis dengan cara injeksi
intraperitoneal menggunakan kultur
E. coli.
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Statin merupakan obat yang difungsikan
untuk mereduksi flak pada penderita
kolesterol tinggi, stroke dan
aterosklerosis.

Kombinasi statin campuran statin dengan antibody anti
LPS yang digunakan untuk
pencegahan dan pengobatan sepsis

repository.ub

4.8 Alur Penelitian

Tikus + E.coli jam O Tikus kontrol Tikus + E.colijam O
|
Statin jam O Statin jam 3
AbLPS jam 0 AbLPS jam 3
Statin + AbLPS jam O Statin + AbLPS jam 3
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4

Pemeriksaan jam 6

(TNF-a,hs-CRP,PCT,BUN kreatinin,SGPT,SGOT,total bilirubin)
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BAB V

HASIL PENELITIAN

5.1. Perbedaan Rataan dan Simpangan Baku Variable Perlakuan Control
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dan IIP E. coli.
Perlakuan E. coli menyebabkan peningkatan TNFa, PCT, MDA, ureum,
BUN yang signifikan (p < 0,05) dan hs CRP, kreatinin dan total biliribun yang
sangat signifikan (p < 0,01), sedangkan terhadap SGOT dan SGPT tidak
menunjukkan peningkatan yang signifikan (p >0,05). Perbedaan Rataan dan
Simpangan Baku Variable perlakuan control dan E. coli secara rinci ditampilkan

dalam Tabel 5.1.

Tabel 5.1. Perbedaan Statisitk Variabel Perlakuan Kontrol dengan E. coli

Kontrol E. coli

Variabel T+sd T+ed
TNF_alfa 0.58 = 0.162 0.84 = 0.02%
PCT 0.76 * 0.212 1.06 +* 0.09%
hs_CRP 0.72 * 0.242 1.17 = 0.10°
MDA 0.13 = 0.032 053 + 0.23Y
Ureum 1590 + 3.502 24.46 = 475"
BUN 743 = 1.642 11.44 + 2229
Kreatinin 0.30 =+ 0.072 0.54 + 0.05°
SGOT 66.40 +  18.04% 9520 + 36.482
SGPT 31.00 = 15.082 4240 = 15.34%2
Total bilirubin 0.24 %= 0.052 0.42 + 0.08°"

Superskrip yang berbeda pada baris yang sama berbeda *) signifikan (p<0,05), **)sangat signifikan (p<0,01).
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5.2. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS
pada jam ke-0 dan jam ke-3 terhadap mediator Proinflamasi TNF-a pada
Model Tikus Sepsis IIP E. coli

Hasil analisis data penelitian menunjukkan bahwa pada jam ke nol TNF-
a pada perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS
tidak berbeda signifikan baik dengan control maupun perlakuan E. coli (p > 0,5).
Perlakuan yang sama pada jam ke tiga TNF-a pada perlakuan E. coli + Statin
tidak berbeda signifikan dengan kontrol (p > 0,05) tetapi berbeda signifikan
dengan perlakuan E. coli (p <0,05). Perlakuan E. coli + AbLPS dan E. coli +
Statin + AbLPS tidak menunjukkan perbedaan TNF-a secara signifikan baik

dengan control maupun E. coli (p > 0,05). (Tabel 5.2.; Table 5.3)

Table 5.2. Konsentrasi TNF-a pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol (hg-ml-1)

Hasil jam 6
Perlakuan Jam O X 1sd
Control 0,58 + 0,162
E. coli 0,84 + 0,02°
E. coli + Statin 0,75 + 0,12%
E. coli + AbLPS 0,66 + 0,15%
E. coli + Statin + AbLPS 0,81 + 0,162

Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda sangat signifikan (p< 0,05)

Table 5.3. Konsentrasi TNF-a pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga (ng-ml-

. . Hasil Jam 6
Perlakuaan jam O  Perlakuaan jam 3 X +5d
Control 0,58 + 0,162
E. coli 0,84 + 0,02°
E. coli Statin 0,63 + 0,122
E. coli AbLPS 0,76 & 0,062
E. coli Statin +AbLPS 0,76 + 0,07%

Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda sangat signifikan (p< 0,05)
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5.3. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS
pada jam ke-0 dan jam ke-3 terhadap mediator Proinflamasi hs-CRP
(high-sensitivity C-reactive protein) pada Tikus model sepsis IIP E.
coli

Perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS
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yang diberikan jam ke nol memperlihatkan hs-CRP tidak berbeda signifikan
antara E. coli + Statin, E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS baik
dengan kontrol maupun E. coli (p >0.05). Perlakuan E. coli + Statin, E. coli +
AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS yang diberikan jam ke tiga memperlihatkan
hs-CRP perlakuan E. coli + Statin tidak berbeda signifikan dengan control (p
>0,05), tetapi berbeda signifikan dengan perlakuan E. coli ( p <0,05). Sebaliknya
perlakuan E. coli + Statin + AbLPS tidak berbeda signifikan dengan control (p >
0,05) dan tidak berbeda signifikan dengan perlakuan E. coli (p > 0,05). (Tabel

5.4; Tabel 5.5)

Table 5.4. Konsentrasi hs-CRP pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

: Hasil jam 6
Perlakuan jam O X t5d
Control 0,72 + 0,242
E. coli 1,17 + 0,10%°
E. coli + Statin 0,96 + 0,15®
E. coli+ AbLPS 0,96 + 0,24¢°
E. coli+ Statin AbDLPS 1,00 + 0,17

Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,05)

Table 5.5. Konsentrasi hs-CRP pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

: Hasil jam 6

< Perlakuan jam O Perlakuan Jam 3 Y +Sd

> Control 0,72 + 0,242
<_{ E. coli 1,17 + 0,10
o~ E. coli Statin 0,72 + 0,232
:3 E. coli AbLPS 1,21 = 0,15°
= § E. coli Statin +AbLPS 0,83 + 0,16%
- = Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,05)

107



5.4. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS
pada jam ke-0 dan jam ke-3 terhadap mediator Proinflamasi PCT
(procalsitonin) pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Konsentrasi PCT perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS dan E. coli
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+ Statin + AbLPS pada jam nol tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan
baik terhadap control maupun E. coli (p > 0,05). Pola berbeda pada perlakuan
yang diberikan pada jam tiga yaitu PCT perlakuan E. coli + Statin, E. coli +
AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS tidak berbeda segnifikan baik dengan

control maupun E. coli (p > 005). (Tabel 5.6; Tabel 5.7).

Tabel 5.6 Konsentrasi PCT pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

: Hasil jam 6
Perlakuan jam O Xt 3d
Control 0,76 + 0,212
E. coli 1,06 .- 0,09°
E. coli + Statin 0,94 + 0,182
E. coli + AbLPS 0,90 * 0,342
E. coli + Statin +AbLPS 1,01 + 0,322

Superskripyang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,05)

Tabel 5.7 Konsentrasi PCT pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

. Hasil jam 6
Perlakuan jam O Perlakuan Jam 3 Y +5d
Control 0,76 + 0,212
E. coli 1,06 + 0,09°
E. coli Statin 0,93 + 0,252
E. coli AbLPS 0,83 + 0,162
E. coli Statin +AbLPS 1.05 + 0,142

Superskripyang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,05)
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Gambar 5.1. Pengaruh waktu dan perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli +
AbLPS serta E. coli + Statin + AbLPS terhadap TNF-a, hs-CRP
dan PCT.

Kadar TNF-a, hs-CRP dan PCT perlakuan E. coli+Statin tidak berbeda
signifikan dengan control, sedangkan terhadap E. coli pada variable yang sama
beragam (p <0,05). Kadar TNF-a dan PCT tidak berbeda (p >0,05) sedangkan
hs-CRP berbeda signfikan (p <0,05). Perlakuan E. coli + ADbLPS tidak
menunjukkan perbedaan kadar TNF-a dan PCT yang sifnifikan baik terhadap
control maupun E. coli (p>0,05), sedangkan hs _CRP menunjukkan perbedaan
yang nyata p <0,05) terhadap control (P <0,05) tetapi tidak berbeda signifikan
dengan perlakuan E. coli *p >0,05). Kadar TNF-a perlakuan E. coli + Statin +
AbLPS berbeda signifikan dengan control (p < 0,05), tetapi tidak berbeda
signifikan dengan perlakuan E. coli (p >0,05). Kadar hs- CRP tidak berbeda
signifikan dengan control (p >0,05) tetapi berbeda signifikan denga perlakuan E.
coli (p <0,05). Kadar PCT tidak menunjukkan perbedaan signifikan baik terhadap

control maupun perlakuan E. coli (p >0.05).
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5.5. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS
terhadap stress oksidatif ( MDA )pada Tikus model sepsis IIP E. coli
Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli + Statin +

AbLPS berpengaruh terhadap MDA tetapi tidak berbeda signifikan ' dengan

-
o
3

A ==
—
—
[—
o

e
L% ]
o
=T
(-5}
S

control (p >0,05) dan berbeda sangat signifikan dengan E. coli (p <0,05) pada
jam ke nol. Pada jam ke tiga perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS
menghasilkan MDA yang tidak berbeda signifikan dengan control (p >0,05) tetapi
berbeda sangat nyata dengan E. coli (p < 0,05). Kadar MDA Perlakuan E. coli +
Statin + Ab.LPS pada jam ke tiga tidak berbeda signifikan baik dengan control

maupun dengan E. coli (P > 0,05). (Tabel 5.8; Tabel 5.9).

Table 5.8. Konsentrasi MDA pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

. Hasil Jam 6
Perlakuan jam O X t5d
Control 0,13 £ 0,03
E. coli 0,53 + 0,23°
E. coli + Statin 0,17 + 0,072
E. coli + AbLPST 0,23 + 0,112
E. coli + Statin +AbLPS 0,17 + 0,242

Superskripyang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,05)

Table 5.9. Konsentrasi MDA pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

. Hasil Jam 6
Perlakuan jam O  Perlakuan Jam 3 ¥ +5d
Control 0,13 + 0,032
E. coli 0,53 + 0,23°
E. coli Statin 0,16 * 0,062
E. coli AbLPST 0,25 + 0,182
E. coli Statin +AbLPS 0,30 + 0,082

Superskripyang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,05)
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Gambar 5.2. Pengaruh waktu dan perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli +

ADbLPS serta E. coli + Statin + AbLPS terhadap MDA. Keterangan:
Kadar MDA perlakuan tidak berbeda signifikan dengan kadar MDA (p >0,05) tetapi
berbeda signifikan dengan kadar MDA E. coli ( p <0,05).

5.6. Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap
Ureum pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli+ Statin +
AbLPS terhadap Ureum pada jam ke nol diperoleh hasil berikut. Ureum
perlakuan E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS tidak berbeda signifikan
baik dengan control maupun E. coli (p > 0,05), sedangkan E. coli + Statin
berbeda signifikan dengan control (p. < 0,05) tetapi tidak berbeda signifikan
dengan E. coli (p > 0,05).
Perlakuan jam ketiga menunjukkan ureum baik E. coli + Statin maupun E. coli +
Statin + AbLPS tidak berbeda signifikan dengan control atau E. coli (p > 0,05).
Ureum perlakuan E. coli + AbLPS berbeda signifikan dengan control (p < 0,05),

tetapi tidak berbeda signifikan dengan E. coli ( p>0,05). (Tabel 5.10; Tabel 5.11)
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Tabel 5.10. Konsentrasi Ureum pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

. Hasil Jam 6
Perlakuan jam O X 154
Control 15,90 + 3,508
E. coli 24,49 + 4,75°
E. coli + Statin 24,43 + 0,58
E. coli + AbLPS 19,96 + 7,042
E. coli + Statin +AbLPS 17,56 + 3,37

Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,01)

Tabel 5.11. Konsentrasi Ureum pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

. Hasil Jam 6
Perlakuan jam O Perlakuan Jam 3 ¥ +5d
Control 15,90 + 3,502
E. coli 24,49 + 4,75°
E. coli Statin 21,82 + 4,23%
E. coli AbLPS 24,14 + 5,66°
E. coli Statin +AbLPS 20,48 + 2,582

5.7. Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap BUN
pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Hasil analisis yang mirip dengan Ureum vyaitu pada jam ke nol BUN
perlakuan Ureum perlakuan E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS tidak
berbeda signifikan baik dengan control maupun E. coli (p > 0,05), sedangkan E.
coli + Statin berbeda signifikan dengan control (p < 0,05) tetapi tidak berbeda
signifikan dengan E. coli ( p > 0,05). Perlakuan jam ke tiga menunjukkan BUN
perlakuan E. coli + statin dan E. coli + Statin + AbLPS tidak berbeda signifikan
dengan control atau E. coli (p >0,05). Perlakuan E. coli + AbLPS menunjukkan
perbedaan BUN yang signifikan dengan control (p <0,05), tetapi tidak berbeda

signifikan dengan E. coli (p >0,05) (Tabel 5.12; Tabel 5.13).
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o Tabel 5.12. Konsentrasi BUN pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
_g diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

= Perlakuan jam O Ha;"ﬁ?? 6

— —

b Control 7,43 + 1,642
R E. coli 11,44 + 2,22°

- E. coli + Statin 11,53 * 0,25P

= E. coli + AbLPS 9,35 + 3,30%

= E. coli + Statin +AbLPS 8,26 + 1,64

Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,01)

Tabel 5.13. Konsentrasi BUN pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

. Hasil Jam 6
Perlakuan jam O Perlakuan Jam 3 ¥ +5d

Control 7,43 + 1,642
E. coli 11,44 + 2,220
E. coli Statin 10,18 + 1,972
E. coli AbLPS 11,27 + 2,64°
E. coli Statin +AbLPS 9,57 + 1,212
Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,01)
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Gambar 5.3. Pengaruh waktu dan perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli +
ADbLPS serta E. coli + Statin + AbLPS terhadap Ureum dan BUN.

Pola perlakuan terhadap ureum dan BUN memberikan pola yang sama.

Kadar ureum dan BUN baik E. coli + Statin maupun E. coli+AbLPS

menunjukkan perbedaan sangat nyata dengan kadar ureum dan BUN control (p

<0,01), tetapi tidak berbeda dengan kadar BUN E. coli (p > 0,05). Kadar ureum
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dan BUN antara keduanya tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan (p >
0,05). Kadar ureum dan BUN perlakuan E. coli + Statin + AbLPS tidak berbeda
signifikan dengan kadar ureum dan BUN control, E. coli atau dengan perlakuan

yang lain (p > 0,05).

5.8. Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap
kreatinin pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Pada jam ke nol perlakuan E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS
tidak menyebabkan perbedaan kreatinin yang signifikan terhadap control (p
>0,05), tetapi berbeda sangat signifikan jika dibandingkan dengan E. coli (p<
0,01). Kreatinin perlakuan E. coli + Statin berbeda signifikan jika dibandingkan
dengan control (p < 0,05) tetapi tidak berbeda signifikan jika dibandingkan
dengan E. coli (p > 0,05). Pada jam ke tiga kreatinin perlakuan E. coli + Statin
dan E. coli + Statin + AbLPS tidak menunjukkan perbedaan dengan control (p >
0,05), tetapi berbeda signifikan dengan E. coli (p < 0,05). Sebaliknya perlakuan
E. coli + AbLPS berbeda signifikan dengan control (p < 0,05) tetapi tidak berbeda

signifikan dengan E. coli (p >0,05) (Tabel 5.14; Tabel 5.15).

Tabel 5.14. Konsentrasi kreatinin pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli
dan diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

. Hasil Jam 6
Perlakuan jam O Y tsd
Control 0,30 + 0,072
E. coli 0,54 + 0,05°
E. coli + Statin 0.46 + 0.05%
E. coli + AbLPS 0.34 + 0.132
E. coli + Statin +AbLPS 0.30 + 0.072

Superskrip yang berbeda pada lajur yang sama berbeda signifikan (p< 0,05)
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o Tabel 5.15. Konsentrasi kreatinin pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli
= dan diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

- :
= Perlakuan jam 0 Perlakuan Jam 3 Ha;'f?? 6
— —

:5 Control 0,30 + 0,072
= E. coli 0,54 + 0,05°
g E. coli Statin 0,30 + 0,102
= E. coli AbLPS 0,46 + 0,05°
- E. coli Statin +AbLPS 0,38 + 0,062
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Gambar 5.4. Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli +
Statin + AbLPS terhadap Kreatinin.

Pola perlakuan antara pemberian jam ke nol dan ke tiga berbeda.
Kreatinin perlakuan E. coli + statin yang tidak berbeda signifikan dengan control
pada jam ke tiga (p > 0,05), tetapi berbeda signifikan dengan E. coli (p < 0,05).
Sedangkan pada jam ke nol kreatinin perlakuan E. coli + Statin tidak berbeda
signifikan dengan E. coli tetapi berbeda signifikan dengan control (p < 0,05).
Kreatinin perlakuan E. coli + AbLPS atau E. coli + Statin + AbLPS jam ke nol
tidak berbeda signifikan dengan control (p < 0,05) tetapi berbeda signifikan
dengan kreatinin perlakuan E., coli (p < 0,05). Pada jam ke tiga kreatinin E. coli

+ ADbLPS tidak berbeda signifikan dengan E. coli, tetapi berbeda signifikan

S

dengan control. Sedangkan E. coli+ Statin + AbLPS tidak berbeda dengan

control, tetapi berbeda dengan E. coli (p < 0,05).
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Gambar 5.5. Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli +
Statin + AbLPS terhadap Fungsi Ginjal.

Pola perlakuan terhadap ureum dan BUN memberikan pola yang sama.
Kadar ureum dan BUN baik E. coli + Statin maupun E. coli+AbLPS
menunjukkan perbedaan sangat nyata dengan kadar ureum dan BUN control (p
<0,01), tetapi tidak berbeda dengan kadar BUN E. coli (p > 0,05). Kadar ureum
dan BUN antara keduanya tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan (p >
0,05). Kadar ureum dan BUN perlakuan E. coli + Statin + AbLPS tidak berbeda
signifikan dengan kadar ureum dan BUN control, E. coli atau dengan perlakuan
yang lain (p > 0,05). Pola perlakuan antara pemberian jam ke nol dan ke tiga
berbeda. Kreatinin perlakuan E. coli + statin yang tidak berbeda signifikan
dengan control pada jam ke tiga (p > 0,05), tetapi berbeda signifikan dengan E.
coli (p < 0,05). Sedangkan pada jam ke nol kreatinin perlakuan E. coli + Statin
tidak berbeda signifikan dengan E. coli tetapi berbeda signifikan dengan control
(p < 0,05). Kreatinin perlakuan E. coli + AbLPS atau E. coli + Statin + AbLPS jam
ke nol tidak berbeda signifikan dengan control (p < 0,05) tetapi berbeda signifikan
dengan kreatinin perlakuan E. coli (p < 0,05). Pada jam ke tiga kreatinin E. coli +

AbLPS tidak berbeda signifikan dengan E. coli, tetapi berbeda signifikan dengan
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control. Sedangkan E. coli+ Statin + AbLPS tidak berbeda dengan control, tetapi

berbeda dengan E. coli (p < 0,05).

5.9. Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS  terhadap
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SGPT pada Tikus model sepsis IIP E. coli
Perlakuan waktu atau antara waktu tidak menunjukkan perbedaan SGPT
yang signifikan (p > 0,05) (Tabel 5.16; Tabel 5.17).

Tabel 5.16. Konsentrasi SGPT pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

Hasil Jam 5
Perlakuan jam O X t5a
Control 31,00 * 15,08
E. coli 42,40 + 15,34
E. coli + Statin 39,40 * 12,22
E. coli + AbLPS 28,00 * 6,96
E. coli + Statin +AbLPS 38,20 * 12,13

Tidak berbeda signifikan (p > 0,05)

Tabel 5.17. Konsentrasi SGPT pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

Hasil Jam 6
Perlakuan jam 0 Perlakuan Jam 3 Y
Control 31,00 o+ 15,08
E. coli 42,40 + 15,34
E. coli Statin 33,20 t 12,99
- E. coli AbLPS 38,20 + a2 Lo
E. coli Statin +AbLPS 31,00 + 15,08

NIVERSITA

Tidak berbeda signifikan (p > 0,05)
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5.10. Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap
pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Perlakuan baik E. coli tunggal maupun bersama dengan Statin + AbLPS

atau kombinasinya tidak berpengaruh terhadap SGOT. Hal ini ditunjukkan oleh

tidak ditemukan perbedaan yang signifikan antar perlakuan (p > 0,05). (Tabel
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5.18; Tabel 5.19).

Tabel 5.18 Konsentrasi SGOT pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol

Hasil Jam 6
Perlakuan jam O YIsa
Control 66,40 + 18,04
E. coli 95,20 + 36,48
E. coli + Statin 90,00 + 28,83
E. coli + AbLPS 67,80 + 18,29
E. coli + Statin +AbLPS 66,40 * 36,56

Tidak berbeda signifikan (p > 0,05)

Tabel 5.19 Konsentrasi SGOT pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli dan
diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

Hasil Jam 3
Perlakuan jam 0 Perlakuan Jam 3 s
Control 66,40 + 18,04
E. coli 95,20 + 36,48
E. coli Statin 69,15 + 31,72
E. coli AbLPS 87,40 + 36,26
: E. coli Statin +AbLPS 79,00 + 22,65

Tidak berbeda signifikan (p > 0,05)

NIVERSITA
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Gambar 5.6. Pengaruh waktu dan perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli +

AbLPS serta E. coli + Statin + AbLPS terhadap SGOT dan SGPT.

Keterangan: waktu dan perlakuan tidak berpengaruh terhadap SGOT dan SGPT (p
> 0,05)

5.11. Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap
Total Bilirubin pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli + Statin + AbLPS
pada jam ke nol menunjukkan total bilirubin yang tidak berbeda signifikan dengan
control (p > 0,05) tetapi berbeda signifikan dengan total bilirubin E. coli ( p <
0,05). Pada jam ke tiga perlakuan E. coli + Statin + AbLPS menunjukkan tidak
terdapat perbedaan total biliribun sigfinikan dengan control ( p > 0,05), tetapi
berbeda signifikan dengan E. coli ( p < 0,05). Pelakuan E. coli + Statin, dan E.
coli + AbLPS keduanya tidak menunjukkan perbedaan signifikan total bilirubin

baik dengan control maupun E. coli ( p >0,05) (Tabel 5.20; Tabel 5.21).
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o Tabel 5.20 Konsentrasi total bilirubin pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli
_";f dan diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke nol
= Perlakuan jam 0 Ha;”ﬁ?? 6
T +
b— Control 0,24 + 0,052
S E. coli 0,42 + 0,08"
= E. coli + Statin 0,36 + 0,112
= E. coli + AbLPS 0,26 H 0,052
- E. coli + Statin +AbLPS 0,30 + 0,122

Suprskrip yang berbeda pada laur sama berbeda sangat signifikan (p < 0,01)

Tabel 5.21 Konsentrasi total bilirubin pada jam ke 6 setelah perlakuan E. coli
dan diberikan Statin, AbLPS, dan kombinasi pada jam ke tiga

. Hasil Jam 6
Perlakuan jam O Perlakuan Jam 3 ¥ + Sd
Control 0,24 + 0,052
E. coli 0,42 + 0,08"
E. coli Statin 0,30 + 0,07
E. coli AbLPS 0,36 + 0,09 %
E. coli Statin +AbLPS 0,26 + 0,092

Suprskrip yang berbeda pada laur sama berbeda sangat signifikan (p <0,01)

Jam
Jam O Jam 3

B0—

40—
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Mean Total bilirubin
i
s
—
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CTortrol E coli li+ E_coli+ Cortrol E coli

Gambar 5.7. Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli +
Statin + AbLPS terhadap Total Bilirubin

Total bilirubin perlakuan E. coli, Statin dan AbLPS tidak bereda signifikan

baik dengankontrol maupun E. col (p > 0,05)i. total bilribun dua perlakuannya

S

lainnya tidak berbeda signifikan dengan control (p > 0,05) tetapi berbeda sangat

NIVERSITA

signifikan dengan E. coli (p < 0,01. Beda waktu perlakuan tidak berpengaruh

<
<
s
:

terhadap total bilirubin (p > 0,05).
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Gambar 5.8. Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli +
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berpengaruh terhadap SGOT dan SGPT tapi berpengaruh pada Total Bilirubin
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BAB VI

PEMBAHASAN

Penelitian ini untuk bertujuan untuk mengetahui efektivitas terapi statin,
antibodi LPS, dan kombinasi statin dengan Antibodi LPS (AbLPS) pada jam ke-0
yang diasumsikan sebagai pencegahan dan terapi, dan pada jam ke-3 yang
diasumsikan sebagai terapi dengan menggunakan tikus model sepsis.

Beberapa metode dalam membuat tikus model sepsis yang sudah
dilakukan antara lain metode CLP (caecal ligation puncture), injeksi LPS
(Lipopolysaccharide) intra peritoneal, injeksi bakteri intra peritoneal, implantasi
bakteri dan clot fibrin intra peritoneal, injeksi cecal slurry intra peritoneal, Colon
Ascendens Stent Peritonitis (CASP), pemberian bakteri intra nasal untuk
membuat tikus pneumonia dan injeksi bakteri pada kandung kemih untuk
membuat tikus urosepsis (Anthony J lewis et.al 2016). Pada Penelitian ini
menggunakan tikus maodel sepsis dengan metode injeksi intra peritoneal E. coli
(P E. coli) yang dikatakan mampu meningkatkan secara signifikan respon
inflamasi sitokin TNF-a, meningkatkan MDA dan menurunkan SOD secara
signifikan setara dengan tikus model sepsis CLP (caecal ligation puncture)

(samudra et.al 2019).

6.1 Pengaruh perlakuan IIP_E. coli terhadap kadar mediator proinflamasi
(TNF-a, hs-CRP, PCT), stress oksidatif (MDA), fungsi ginjal (ureu, BUN,
Kreatinin), fungsi hepar (SGOT, SGPT, total bilirubin)

Pada penelitian ini ingin melihat pengaruh pemberian E. coli terhadap
control dilihat pada beberapa parameter mediator pro inflamasi, stress oksidatif
dan beberapa fungsi organ antara lain fungsi ginjal dan fungsi hepar. Perlakuan

E. coli menyebabkan peningkatan TNF-a, PCT, MDA, ureum, BUN yang
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signifikan (p < 0,05) dan hs CRP, kreatinin dan total biliribun yang sangat
signifikan (p < 0,01), sedangkan terhadap SGOT dan SGPT tidak menunjukkan
peningkatan yang signifikan (p >0,05). Dapat dilihat pada tabel 5.1

Terjadinya peningkatan TNF-a dan MDA telah dilaporkan pada penelitian
sebelumnya dimana pemberian E. coli dalam upaya membuat tikus model sepsis
dengan cara metode tikus model sepsis CLP (caecal ligation puncture) dan tikus
model sepsis IIP E. coli mampu meningkatkan kadar keduanya secara signifikan
(Samudra et.al 2019 ). Parameter sepsis pada manusia yang banyak dilakukan di
klinis adalah hs-CRP merupakan pemeriksaan terhadap protein fase akut yang
lebih sensitive dibandingkan CRP dan LED dalam menunjukkan proses
peradangan akut pada manusia dan procalsitonin (PCT) untuk melihat tingkat
keparahan sepsis, dimana terlihat pada penelitian ini terjadi peningkatan hs-CRP.
yang sangat signifikan dan peningkatan PCT yang signifikan.

Bakteri Escherichia coli (E. coli) umumnya sebagai agen penyebab utama
infeksi ekstra intestinal, seperti meningitis neonatal, bakteremia, pieloneffritis,
sistitis, prostatitis, dan sepsis. Paradoksnya, mikroorganisme ini juga merupakan
anggota fakultatif dominan mikrobiota usus manusia normal. Adhesi bakteri
pathogen ke sel inang merupakan langkah pertama dalam membangun infeksi.
Peristiwa  selanjutnya termasuk kolonisasi jaringan dan, dalam kasus-kasus
tertentu, invasi seluler diikuti oleh perkalian atau persistensi intraseluler. Proses
adhesi dimulai ketika struktur permukaan dikenal sebagai adhesin mengikat ligan
spesifik mereka, sel inang reseptor atau protein matriks ekstraseluler (R.A.
Conceicao et al 2012). Penelitian sebelumnya yang banyak melihat sepsis yang
disebabkan agen penyebab E. coli terhadap perubahan sitokin pro inflamasi
ternyata pada keadaan sepsis pada penelitian ini juga terlihat adanya perubahan
fungsi ginjal, dimana terdapat peningkatan signifikan ureum, BUN dan kreatinin

dan perubahan fungsi hepar dilihat dari perubahan total bilirubin yang sangat
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signifikan. Dalam hal ini SGPT dan SGOT tidak terjadi perubahan, besar dugaan
karena peningkatan enzyme SGPT dan SGOT terjadi setelah terjadinya
kerusakan pada sel hepatosit. Berdasarkan dari hasil penelitian disebutkan
peningkatan enzyme liver terjadi pada kondisi terjadi keradangan pada hepar
setelah lebih dari 24 jam (LakshmanaswamyA et al 2019.

Pada perlakuan E. coli terhadap control terdapat peningkatan signifikan
pada mediator proinflamasi TNF-a, procalsitonin (PCT), stress oksidatif (MDA),
parameter fungsi ginjal ureum dan BUN. Sedangkan terdapat peningkatan
sangat signifikan pada hs-CRP, parameter fungsi ginjal kreatinin dan parameter

fungsi hepar total bilirubin.

6.2. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan Kombinasi Statin +AbLPS
terhadap mediator Proinflamasi TNF-a pada tikus model sepsis IIP E.
coli
Hasil analisis data penelitian menunjukkan bahwa pada jam ke nol TNF-a

pada perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS

tidak berbeda signifikan baik dengan control maupun perlakuan E. coli (p > 0,5).

Perlakuan yang sama pada jam ketiga  TNF-a pada perlakuan E. coli + Statin

tidak berbeda signifikan dengan kontrol (p > 0,05) tetapi berbeda signifikan

dengan perlakuan E. coli (p <0,05). Perlakuan E. coli + AbLPS dan E. coli +

Statin + AbLPS tidak menunjukkan perbedaan TNF-a secara signifikan baik

dengan control maupun E. coli (p > 0,05). Lihat tabel 5.2
Komponen penyusun dinding sel bakteri gram-negatif seperti E. coli yang

diketahui sebagai Lipopolisakarida (LPS), telah lama diketahui sebagai

komponen penginduksi sepsis in vivo. Hal ini dikarenakan pada jumlah LPS

yang berlebihan, mampu menginduksi produksi sitokin proinflamasi (TNF-a, IL-6)

dalam kadar tinggi di dalam peredaran darah sehingga mengakibatkan inflamasi
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akut, apoptosis jaringan, hingga menginduksi terjadinya cedera organ
endotoksemik (Smeding et al., 2012; Hotchkiss et al., 2013; Kogkara & Kayatas,
2013; Yan et al., 2014). Antibodi LPS yang diharapkan menurunkan antigen E.
coli yang akan masuk pada sel ternyata tidak mampu menurunkan proses
inflamasi yang terjadi akibat pengaktifan NfKb ( Md badrul alam et al 2019).
Sedangkan kerja statin adalah menurunkan kadar sitokin proinflamasi, dengan
jalur penghambatan TNF-a untuk menghindari apoptosis jaringan dan
perlindungan organ dengan jalur yang mengarah pada aktivasi caspase-3
(Huang et al.,, 2013). Pada penelitian ini pemberian statin baru menunjukkan
efektifnya pada pemberian jam ketiga. Besar dugaan hal ini terkait dengan waktu
paruh statin pada jam ketiga.

Pada penelitian diatas didapatkan pemberian statin pada jam ketiga

terdapat perubahan signifikan terhadap penurunan kadar TNF-a.

6.3. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan Kombinasi Statin + AbLPS

terhadap hs-CRP pada tikus model sepsis IIP E. coli

Perlakuan E. coli + Statin, E. coli +AbLPS dan E. coli + Statin +AbLPS
yang diberikan jam kenol memperlihatkan hs-CRP tidak berbeda signifikan
antara E. coli + Statin, E. coli +AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS baik dengan
control maupun E. coli (p >0.05). Pada perlakuan yang diberikan jam ketiga
memperlihatkan hs-CRP perlakuan E. coli + Statin tidak berbeda signifikan
dengan control (p >0,05), tetapi berbeda signifikan dengan perlakuan E. coli ( p
<0,05). Sebaliknya perlakuan E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS tidak
berbeda signifikan dengan control (p > 0,05) dan tidak berbeda signifikan dengan
perlakuan E. coli (p > 0,05). Lihat tabel 5.3

Penanda Hs-CRP ini telah luas dipergunakan untuk membantu diagnosis,

prognosa, atau rujukan terapi (Ridker, 2007) pada berbagai kondisi medis, salah
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satunya pada pasien sepsis. Protein Hs-CRP adalah salah satu reaktan fase akut
yang disistesis di hati dan diatur oleh IL-6 dan kadar hs-CRP naik jauh lebih
signifikan selama peradangan akut dari pada reaktan fase akut lainnya (James
D. Faix 2013). Sesuai dengan teori bahwa hs-CRP meningkat sangat signifikan
pada perlakuan E. coli. Sedangkan pada perlakuan dengan statin, AbLPS dan
kombinasi tidak menunjukkan perubahan yang signifikan pada jam ke nol,
demikian juga pada pemberian kombinasi statin + AbLPS pada jam ke 3. Tetapi
pemberian statin pada jam ke 3 menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
perlakuan E. coli. Besar dugaan hal ini terkait dengan waktu paruh statin pada
jam ketiga.

Pada penelitian diatas didapatkan pemberian statin pada jam ketiga

terdapat perubahan signifikan terhadap penurunan kadar hs-CRP.

6.4. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan Kombinasi Statin + AbLPS
terhadap procalsitonin (PCT) pada tikus model sepsis IIP E. coli
Konsentrasi PCT perlakuan E. coli + Statin, E. coli +AbLPS dan E. coli +

Statin +AbLPS pada jam ke nol tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan

baik terhadap control maupun E. coli (p.> 0,05). Pola berbeda pada perlakuan

yang diberikan pada jam tiga yaitu PCT perlakuan E. coli + Statin, E. coli +

AbLPS dan E. coli + Statin +AbLPS tidak berbeda signifikan baik dengan control

maupun E. coli (p > 005). Lihat tabel 5.4
PCT adalah kelompok peptida yang terdiri dari 116 asam amino, dan

prekursor kalsitonin. Protein tersebut disintesis oleh sel-C sel kelenjar tiroid,

paru-paru sel neuroendokrin, dan sejumlah kecil di dalam usus halus (Mehanic &

Baljic, 2013). Prokalsitonin digunakan sebagai marker terjadinya infeksi yang

disebabkan oleh bakteri dan berujung pada kondisi sepsis. Dalam kondisi

normal, kadar PCT sangat kecil, yakni kurang dari 0,05 ng/ml atau bahkan tidak
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terhitung sama sekali (Suberviola et al, 2012). Kadar procalsitonin meningkat
pada perlakuan E. coli pada jam ketiga. Tetapi pada perlakuan lainnya tidak
menunjukkan perbedaan baik dengan control maupun E. coli. Besar dugaan
peningkatan kadar procalsitonin baru mulai meningkat signifikan pada jam ketiga
pada keadaan sepsis.

Pada penelitian diatas didapatkan pemberian statin, AbLPS dan
kombinasi statin + AbLPS tidak menujukkan perubahan signifikan terhadap

penurunan kadar PCT baik jam ke nol dan jam ketiga

6.5. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin' + AbLPS
terhadap stress oksidatif (MDA) pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli +AbLPS serta E. coli + Statin
+AbLPS berpengaruh terhadap MDA tetapi tidak berbeda signifikan dengan
control (p >0,05) dan berbeda sangat signifikan dengan E. coli (p. <0,05) pada
jam ke nol. Pada jam ketiga perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS
menghasilkan MDA yang tidak berbeda signifikan dengan control (p >0,05) tetapi
berbeda sangat nyata dengan E. coli (p < 0,05). Kadar MDA Perlakuan E. coli +
Statin + Ab.LPS pada jam ketiga tidak berbeda signifikan baik dengan control
maupun dengan E. coli (P > 0,05). Lihat tabel 5.5

Kadar malonyldialdehyde (MDA) sebagai penanda kerusakan oksidatif yang
terjadi pada PUFA (polyunsaturated fatty acid) akibat induksi E. coli. MDA
merupakan molekul aldehida yang dihasilkan dari pembentukan radikal bebas
pada asam lemak tak jenuh ganda. Pengukuran MDA dapada penelitian ini
digunakan sebagai penanda kerusakan oksidatif (Moustafa et al. 2009).
Kerusakan oksidatif adalah akibat dari ketidakseimbangan antara oksidan dan

antioksidan dan termasuk modifikasi oksidatif makromolekul seluler, induksi
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kematian sel dengan apoptosis atau nekrosis, serta kerusakan jaringan struktural
(Andrades et al. 2009; Andrades et al. 2011). Penelitian ini memperlihatkan
perlakuan E. coli + statin dan E. coli + statin + AbLPS menunjukkan perubahan
signifikan terhadap E. coli pada jam ke nol dan jam ketiga, tetapi perlakuan E.
coli + statin + AbLPS hanya menunjukkan perubahan signifikan pada jam kenol
(p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kombinasi statin dan AbLPS
baik diberikan pada awal atau jam ke nol untuk mencegah produksi stress
oksidatif yang bertambah banyak seiring bertambahnya waktu terjadinya infeksi.
Pada penelitian diatas didapatkan pemberian statin dan AbLPS
menunjukkan perubahan signifikan terhadap penurunan kadar MDA pada jam ke
nol dan jam ketiga, sedangkan pemberian kombinasi statin + AbLPS

menunjukkan perubahan signifikan terhadap penurunan MDA pada jam ke nol.

6.6. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS
terhadap Ureum pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Perlakuan E. coli, E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli+ Statin +
AbLPS terhadap Ureum pada jam ke nol diperoleh hasil sebagai berikut.
Ureum/BUN perlakuan E. coli + AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS tidak
berbeda signifikan baik dengan control maupun E. coli (p > 0,05), sedangkan E.
coli + Statin berbeda signifikan dengan control (p < 0,05) tetapi tidak berbeda
signifikan dengan E. coli ( p > 0,05). Lihat tabel 5.6

Blood Urea Nitrogen (BUN) adalah ukuran untuk kandungan urea nitrogen
dalam darah (BUNmg / dLX 2.142 = Urea mg / dL). Rasio BUN dan serum
kreatinin (BUN / SCr) pada orang sehat adalah sekitar 10: 1. Retensi nitrogen
terjadi ketika GFR 'berkurang hingga kurang dari 30%. Berbeda dengan serum
kreatinin, produksi urea kurang konstan dan mudah dirubah oleh beberapa faktor

di luar fungsi ginjal. Beberapa keadaan penyebab peningkatan produksi urea

128



-
o
3

A ==
—
—
[—
o

—
L% ]
o
=T
(-5}
S

BRAWIJAYA

antara lain diet tinggi protein, perdarahan saluran cerna, dan kerusakan jaringan
akibat kekurangan gizi, trauma, glukokortikoid dan imobilisasi. Kondisi tersebut
dinamakan azotemia, sindrom uremia terjadi bila terdapat metabolit lain yang
tidak bisa diekskresi oleh ginjal, biasanya terjadi bila kadar urea lebih dari 300
mg/dl (Christian Nusshaget al 2017). Peningkatan signifikan BUN pada kelompok E.
coli baik pada jam ke nol dan jam ketiga terhadap kontrol (P< 0,05) pada
penelitian ini besar dugaan akibat kerusakan jaringan akibat sepsis yang terjadi
pada hewan coba tikus model sepsis. Perlakuan pemberian tunggal statin atau
AbLPS atau kombinasi keduanya tidak menunjukkan perubahan signifikan baik
terhadap kelompok E. coli maupun kontrol. Besar dugaan pemberian kombinasi
statin dan AbLPS tidak menunjukkan perubahan yang signifikan dikarenakan
banyak faktor yang mempengaruhi peningkatan ureum/BUN sehingga kadar
ureum/BUN mudah berubah pada kondisi sepsis maupun sebelum terjadinya
sepsis.

Pada penelitian diatas didapatkan pemberian statin, AbLPS, dan kombinasi
statin + AbLPS tidak menunjukkan penurunan signifikan terhadap kadar ureum

baik pada jam ke nol dan jam ketiga

6.7. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS
terhadap BUN pada Tikus model sepsis IIP E. coli
Perlakuan jam ketiga menunjukkan ureum baik E. coli + Statin maupun E.
coli + Statin + AbLPS tidak berbeda signifikan dengan control atau E. coli (p >
0,05). Ureum/BUN perlakuan E. coli + AbLPS berbeda signifikan dengan control
(p < 0,05), tetapi tidak berbeda signifikan dengan E. coli ( p>0,05). Lihat tabel 5.7
Pada penelitian diatas didapatkan pemberian statin, AbLPS, dan kombinasi
statin + AbLPS tidak menunjukkan penurunan signifikan terhadap kadar BUN

baik pada jam kenol dan jam ketiga.

129



-
o
3

A ==
—
—
[—
o

—
L% ]
o
=T
(-5}
S

BRAWIJAYA

6.8. Pengaruh pemberian Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS

terhadap Kreatinin pada Tikus model sepsis IIP E. coli

Pada jam ke nol perlakuan E. coli +AbLPS dan E. coli + Statin + AbLPS
tidak menyebabkan perbedaan kreatinin yang signifikan terhadap control (p
>0,05), tetapi berbeda sangat signifikan jika dibandingkan dengan E. coli (p<
0,01). Kreatinin perlakuan E. coli + Statin berbeda signifikan jika dibandingkan
dengan control (p < 0,05) tetapi tidak berbeda signifikan jika dibandingkan
dengan E. coli (p > 0,05). Pada jam ketiga kreatinin perlakuan E. coli + Statin
dan E. coli + Statin + AbLPS tidak menunjukkan perbedaan dengan control (p >
0,05), tetapi berbeda signifikan dengan E. coli (p < 0,05). Sebaliknya perlakuan
E. coli + AbLPS berbeda signifikan dengan control (p < 0,05) tetapi tidak berbeda
signifikan dengan E. coli (p >0,05). Lihat tabel 5.8

Kreatinin berasal dari metabolisme otot rangka. Secara mekanis, harus
mempertimbangkan berbeda factor yang memengaruhi konsentrasi serum
kreatinin dalam darah terlepas dari fungsi ginjal antara lain peningkatan produksi
kreatinin dan sekresi kreatinin oleh tubulus. Kreatinin serum dapat digunakan
secara klinis untuk mendeteksi dan mengevaluasi cedera ginjal akut (AKI) dan
penyakit ginjal kronis (CKD) (kentdoi et al 2009). Statin yang dikenal sebagai
obat anti hiperlipidemia juga diketahui dapat menghambat jalur TNF-a/caspase-3
pada sepsis (Zhao et al., 2013). Pada penelitian ini perlakuan E. coli pada jam ke
nol dan jam ketiga akan meningkatkan kadar kreatinin secara signifikan.
Sedangkan perlakuan kombinasi pemberian statin + AbLPS menunjukkan
perubahan signifikan terhadap perlakuan E. coli (P < 0,05) dan tidak terdapat
perubahan signifikan terhadap kontrol (P>0,05). Besar dugaan pemberian AbLPS

sebagai penghambatan kuman masuk kedalam sel dan pemberian statin sebagai
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anti inflamasi lebih baik untuk mencegah perburukan fungsi ginjal akibat sepsis
yang disebabkan kuman E. coli.

Pada penelitian diatas didapatkan pemberian AbLPS dan kombinasi statin
+ AbLPS menujukkan penurunan signifikan terhadap kadar kreatinin pada jam ke
nol. Sedangkan pemberian statin dan kombinasi statin + AbLPS menunjukkan

penurunan signifikan terhadap kadar kreatinin pada jam ketiga.

6.9.Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap SGPT
pada tikus model sepsis IIP E. coli

Pada penelitian ini. dimana melihat kadar SGPT menunjukkan bahwa
perlakuan waktu atau antara waktu tidak menunjukkan perbedaan SGPT yang
signifikan (p > 0,05) lihat tabel 5.9.

Disfungsi hati merupakan cedera permanen yang terjadi pada pada
hepatosit (Jarrar & Chaudry, 2001). Disfungsi hati merupakan tanda awal
terjadinya sepsis, selain juga sebagai faktor risiko spesifik dan independen
(Kramer et al, 2007). Gagal hati didefinisikan sebagai kerusakan parah yang
berkelanjutan pada hati dan hilangnya fungsi pada 80-90% sel hati (Canabal &
Kramer, 2008). Disfungsi hati oleh sepsis dapat dikaitkan dengan adanya
gangguang sirkulasi mikro ataupun sistemik. Disfungsi hati dapat terjadi pada
sepsis awal yang disebabkan oleh induksi-CLP pada 1,5 jam setelah perlakuan
(Recknagel et al, 2012), dan jarang dijumpai <24 jam setelah onset penyakit
pada pasien. Hal ini disebabkan karena terjadinya peradangan dan hipoperfusi
sehingga menggangu kinerja hati. Manifestasi awal dalam kasus tersebut
termasuk terjadinya peningkatan kadar bilirubin serum dan alkali fosfatase. Fase
lanjut dapat diketahui melalui peningkatan serum transaminase seperti SGPT
dan SGOT setelah terjadinya hipoalbuminaemia atau prothrombin time (PT)

dalam jangka waktu yang lama (Brun et al, 2004; Vincent et al, 2003). Pada
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penelitian ini tidak terdapat perbedaan signifikan baik perlakuan waktu dan
antara waktu pada pemeriksaan SGPT dan SGOT (P> 0,05). Besar dugaan
peningkatan enzyme SGPT dan SGOT akan terjadi setelah terjadinya kerusakan
pada sel hepatosit akibat inflamasi yang disebabkan oleh kuman E. coli. Sebuah
penelitian menyebutkan peningkatan SGPT dan SGOT terjadi setelah lebih 24
jam terjadinya infeksi (Lakshmanaswamy.A et al 2109)

Pada penelitian diatas didapatkan pemberian Statin, AbLPS dan kombinasi

statin + AbLPS tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar SGPT.

6.10. Pengaruh Statin, AbLPS, dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap
SGOT pada tikus model sepsis IP E. coli

Pada penelitian ini perlakuan waktu atau antara waktu tidak menunjukkan
perbedaan SGPT yang signifikan (p > 0,05). Demikian juga perlakuan baik E. coli
tunggal maupun bersama dengan Statin + AbLPS atau kombinasinya tidak
berpengaruh terhadap SGOT. Hal ini ditunjukkan oleh tidak ditemukan
perbedaan yang signifikan antar perlakuan (p > 0,05). Lihat tabel 5.10

Pada penelitian diatas didapatkan pemberian Statin, AbLPS dan kombinasi

statin + AbLPS tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar SGOT.

6.11.Pengaruh Statin, AbLPS dan kombinasi Statin + AbLPS terhadap total
bilirubin pada tikus model sepsis IIP E. coli

Perlakuan E. coli + Statin, E. coli + AbLPS serta E. coli + Statin + AbLPS

pada jam ke nol menunjukkan total bilirubin yang tidak berbeda signifikan dengan

control (p > 0,05) tetapi berbeda signifikan dengan total bilirubin E. coli ( p <

0,05). Pada jam ketiga perlakuan E. coli + Statin + AbLPS menunjukkan tidak

terdapat perbedaan total bilirubin sigfinikan dengan control ( p > 0,05), tetapi

berbeda signifikan dengan E. coli ( p < 0,05). Lihat tabel 5.11
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Hati merupakan kelenjar terbesar di tubuh manusia dan memainkan peran
utama dalam menjaga homeostasis metabolik dan imunologis tubuh. Fungsi
fisiologis yang dilakukan oleh hati, menjadikan hati sebagai organ yang berperan
penting dalam tubuh untuk pertahanan diri dan merespon terjadinya sepsis.
Disfungsi dan kegagalan fungsi hati, termasuk ke dalam komplikasi serius pada
sepsis, secara langsung berkontribusi pada perkembangan penyakit dan
disfungsi organ lain, serta kematian (Canabal & Kramer, 2008). Disfungsi hati
diketahui rata-rata terjadi pada pasien sepsis sebesar 39,9%. Jumlah ini
diketahui lebih rendah daripada kejadian disfungsi ginjal, pernapasan, neurologis
dan hampir sama dengan kejadian disfungsi kardiovaskular pada pasien sepsis
akut maupun syok sepsis (Yan & Li, 2014). Disfungsi hati yang lebih rendah
dibandingkan dengan kejadian pada organ lain ini terkait dengan tingginya
kapasitas regenerasi serta kemampuan hati dalam menahan seragan patogen
maupun produk metabolismenya.

Bilirubin merupakan produk akhir katabolisme heme pada mamalia,
umumnya dianggap sebagai produk limbah yang larut dalam lemak yang perlu
dikeluarkan. Semakin banyak bukti menunjukkan bahwa bilirubin - pada
konsentrasi tinggi dapat menyebabkan peradangan, apoptosis dan  stres
oksidatif. Hiperbilirubinemia atau penyakit kuning, adalah komplikasi sepsis atau
infeksi  non-bakteri yang sering dijumpai. Pada 20 % kasus sepsis dan infeksi
bakteri akan mengalami peningkatan total bilirubin dan terjadi ikterus. Namun,
tidak ada data dari penelitian prospektif besar terhadap kejadian yang tepat dan
relevansi prognostik hiperbilirubinemia pada orang dewasa dengan sepsis (R

Zhaietal 2009). Peningkatan kadar bilirubin serum dalam 72 jam dikaitkan dengan

peningkatan risiko kematian pada pasien dengan sepsis berat dan syok septik

(Patel JJ et al 2015)
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Penelitian dengan menggunakan statin sebagai agen terapi pada kasus
sepsis telah mampu membuktikan bahwa statin dapat meningkatkan survivalitas,
kemampuan dan fungsi organ, serta proteksi dari cedera organ pada tikus model
sepsis yang diinduksiLPS ataupun akibat CLP (Merx et al., 2004; Shinozaki et al.,
2010; Slotta et al., 2010; Wang et al., 2018).  Sehingga penggunaan statin
diperlukan untuk memberikan proteksi terhadap sel-sel hepatosit. Uji klinis yang
dilakukan pada banyak penelitian menunjukkan bahwa mengendalikan sitokin
pro-inflamasi saja belum cukup dalam mengobati sepsis, sehingga terapi
kemudian difokuskan pada menjaga atau memperpanjang kelangsungan hidup
sel (Cohen et al., 2012; Marshall, 2014).

Pada penelitian ini pemeberian perlakuan E. coli menigkatkan signifikan
total bilirubin (P<0,05). Dan perlakuan pemberian kombinasi statin + AbLPS
mampu - menurunkan total bilirubin akibat perlakuan dengan E. coli secara
signifikan (P<0,05) dan tidak signifikan terhadap kontrol (P>0,05). Sedangkan
perlakuan terhadap pemberian statin atau AbLPS menunjukkan perubahan
signifikan terhadap perlakuan E. coli pada jam ke nol (P<0,05), tetapi tidak
menunjukkan perubahan signifikan pada jam ketiga (P>0,05). Besar dugaan
pemberian AbLPS sebagai pencegahan masuknya kuman ke dalam sel dan
kombinasi dengan statin sebagai anti inflamasi dapat menurunkan jumlah kuman
E. coli sebagai penyebab terjadinya sepsis.

Pada penelitian diatas didapatkan bahwa pemberian statin, AbLPS
menunjukkan perubahan signifikan dalam penurunan kadar total bilirubin pada
jam ke nol sedangkan pemberian kombinasi statin + AbLPS menujukan
perubahan signifikan dalam penurunan kadar total bilirubin pada jam ke nol dan

jam ketiga.
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6.12. Keterbatasan Penelitian

Terdapat beberapa keterbatasan pada studi ini. Pertama, apabila AbLPS
digunakan untuk tujuan mencegah masuknya LPS kedalam makrofag (vaksinasi)
seharusnya diberikan sebelum adanya E.coli, yang sulit menentukan kapan
E.coli tersebut masuk kedalam host. Kedua, untuk melihat efektifitas kombinasi

statin + AbLPS diberikan pada keadaan setelah terjadinya sepsis.

6.13. Kebaruan Penelitian

1. Tikus model sepsis IIP E. coli 10° dapat digunakan sebagai tikus model
sepsis yang lebih mudah dilakukan dan tidak melukai hewan coba
dibandingkan dengan metode CLP.

2. Pemberian kombinasi statin dan AbLPS lebih baik dalam menurunkan
pengaruh akibat perlakuan E. coli (tikus model sepsis) terhadap penurunan
kreatinin dan total bilirubin pada jam ke nol dan jam ketiga.

3. Melihat pengaruh pemberian perlakuan terapi pada jam ke nol yang
diasumsikan sebagai pencegahan dan terapi sedangkan jam ketiga sebagai

terapi.
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Pada penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan E. coli berpengaruh
terhadap peningkatan kadar mediator proinflamasi yang meliputi TNF-a, hs-CRP,
PCT, MDA dan peningkatan fungsi ginjal yang meliputi ureum, BUN dan kreatinin
serta peningkatan fungsi hepar yaitu total bilirubin. Meskipun demikian secara
keseluruhan pemberian statin, AbLPS, dan kombinasi statin + AbLPS secara
angka menunjukkan penurunan setelah perlakuan E. coli. Untuk lebih jelasnya
diuraikan di bawah ini.

1. Pada perlakuan E. coli terhadap control terdapat peningkatan signifikan pada
mediator proinflamasi TNF-a, procalsitonin (PCT), stress oksidatif (MDA),
parameter fungsi ginjal ureum dan BUN. Sedangkan terdapat peningkatan
sangat signifikan pada hs-CRP, parameter fungsi ginjal kreatinin dan
parameter fungsi hepar total bilirubin

2. Pemberian statin pada jam ketiga terdapat perubahan signifikan terhadap
penurunan kadar TNF-a

3. Pemberian statin pada jam ketiga terdapat perubahan signifikan terhadap
penurunan kadar hs-CRP

4. Pemberian statin, AbLPS, dan kombinasi statin + AbLPS tidak menujukkan
perubahan signifikan terhadap penurunan kadar PCT baik jam ke nol dan
jam ketiga

5. Pemberian statin, AbLPS menunjukkan perubahan signifikan terhadap

penurunan kadar MDA pada jam kenol dan jam ketiga, sedangkan
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10.

Gids

pemberian kombinasi statin + AbLPS menunjukkan perubahan signifikan
terhadap penurunan MDA pada jam ke nol.

Pemberian statin, AbLPS, dan kombinasi statin + AbLPS tidak menunjukkan
penurunan signifikan terhadap kadar Ureum/BUN baik pada jam ke nol dan
jam ketiga

Pemberian AbLPS dan kombinasi statin + AbLPS menujukkan penurunan
signifikan terhadap kadar kreatinin pada jam ke nol. Sedangkan pemberian
statin dan kombinasi statin + AbLPS menunjukkan penurunan signifikan
terhadap kadar kreatinin pada jam ketiga.

Pemberian Statin, AbLPS dan kombinasi statin + AbLPS tidak berpengaruh
terhadap penurunan kadar SGPT.

Pemberian Statin, AbLPS dan kombinasi statin + AbLPS tidak berpengaruh
terhadap penurunan kadar SGOT.

Pemberian statin, AbLPS menunjukkan perubahan signifikan dalam
penurunan kadar total bilirubin pada jam ke nol. Sedangkan pemberian
kombinasi statin  + AbLPS menujukan perubahan  signifikan dalam

penurunan kadar total bilirubin pada jam ke nol dan jam ketiga.

Saran
Perlu penelitian lebih lanjut mengenai-efektifitas kombinasi terapi statin dan
ADbLPS pada kejadian sepsis terhadap angka mortalitas.
Perlu dilakukan pemeriksaan dan monitoring secara time series pada tikus

model sepsis in vivo sehingga diketahui progresifitas sepsis.
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LAMPIRAN 1. Keterangan Laik Etik
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Lampiran 2. Perhitungan SPSS

USE ALL.
COMPUTE filter $=(Jam

=giss

VARIABLE LABELS filter § 'Jam = 1 (FILTER)'.
VALUE LABELS filter $ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.
FORMATS filter $ (£1.0).

FILTER BY filter $.
EXECUTE .

T-TEST GROUPS=Perlakuan(l 2)

/MISSING=ANALYSIS

/VARIABLES=TNF alfa PCT hs CRP MDA Ureum BUN Kreatinin SGOT SGPT TB

/CRITERIA=CI (.95) .

T-Test
Notes
Output Created 27-NOV-2019 05:30:57
Comments
Input Data G:\data dian disertasi.sav

Missing Value Handling

Active Dataset

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working Data File

Definition of Missing

DataSetl
Jam =1 (FILTER)
<none>
<none>
25
User defined missing values are

treated as missing.
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Cases Used

Syntax

Resources Processor Time

Elapsed Time

Statistics for each analysis are
based on the cases with no
missing or out-of-range data for
any variable in the analysis.
T-TEST GROUPS=Perlakuan(1
2)

/IMISSING=ANALYSIS

IVARIABLES=TNF_alfa PCT
hs_CRP MDA Ureum BUN
Kreatinin SGOT SGPT TB

ICRITERIA=CI(.95).

00:00:00.02

00:00:00.05

[DataSetl] G:\data dian disertasi.sav
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Group Statistics

Perlakuan N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
TNF_alfa Control 5 .5790 .15849 .07088
E. coli 5 .8372 .02489 .01113
PCT Control 5 .7600 .21343 .09545
E. coli 5 1.0608 .08524 .03812
hs_CRP Control 5 .7166 .23790 .10639
E. coli 5 1.1698 .09721 .04348
MDA Control 5 .1318 .03185 .01424
E. coli 5 .5320 22746 .10172
Ureum Control 5 15.9000 3.50214 1.56621
E. coli 5 24.4600 4.75058 2.12452
BUN Control 5 7.4300 1.63622 73174
E. coli 5 11.4400 2.22413 .99466
Kreatinin Control 5 .3000 .07071 .03162
E. coli 5 .5400 .05477 .02449
SGOT Control 5 66.4000 18.03607 8.06598
E. coli 5 95.2000 36.47876 16.31380
SGPT Control 5 31.0000 15.08310 6.74537
E. coli 5 42.4000 15.33949 6.86003
Total bilirubin Control 5 .2400 .05477 .02449
E. coli 5 .4200 .08367 .03742
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Independent Samples Test

Levene's Test for

Equality of Variances

t-test for Equality of Means

95% Confidence Interval of

Sig. (2- Mean Std. Error the Difference
F Sig. t df tailed) Difference Difference Lower Upper

TNF_alfa  Equal variances 29.387 .001 - 8 .007 -.25820 .07175 -.42365 -.09275
assumed 3.599
Equal variances -|4.197 .021 -.25820 .07175 -.45376 -.06264
not assumed 3.599

PCT Equal variances 1.936 .202 - 8 .019 -.30080 .10278 -.53781 -.06379
assumed 2.927
Equal variances -|5.245 .031 -.30080 .10278 -.56134 -.04026
not assumed 2.927

hs_CRP Equal variances 1.737 .224 - 8 .004 -.45320 .11493 -.71823 -.18817
assumed 3.943
Equal variances -|5.300 .010 -.45320 .11493 -.74369 -.16271
not assumed 3.943

MDA Equal variances 5.887 .041 - 8 .005 -.40020 .10271 -.63706 -.16334
assumed 3.896
Equal variances -|4.157 .016 -.40020 110271 -.68119 -.11921
not assumed 3.896

Ureum Equal variances 1.278 .291 - 8 .012 -8.56000 2.63943 -14.64654 -2.47346
assumed 3.243
Equal variances -17.356 .013 -8.56000 2.63943 -14.74049 -2.37951
not assumed 3.243
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BUN Equal variances 1.273 .292 - 8 .012 -4.01000 1.23482 -6.85751 -1.16249
assumed 3.247
Equal variances -|7.349 .013 -4.01000 1.23482 -6.90204 -1.11796
not assumed 3.247

Kreatinin ~ Equal variances .103 757 - 8 .000 -.24000 .04000 -.33224 -.14776
assumed 6.000
Equal variances -|7.529 .000 -.24000 .04000 -.33325 -.14675
not assumed 6.000

SGOT Equal variances 4.285 .072 - 8 .152 -28.80000 18.19890 -70.76674 13.16674
assumed 1.583
Equal variances -|5.845 .166 -28.80000 18.19890 -73.61820 16.01820
not assumed 1.583

SGPT Equal variances .006 .938 - 8 .270 -11.40000 9.62081 -33.58563 10.78563
assumed 1.185
Equal variances -|7.998 .270 -11.40000 9.62081 -33.58673 10.78673
not assumed 1.185

Total Equal variances .640 447 - 8 .004 -.18000 .04472 -.28313 -.07687

bilirubin assumed 4.025
Equal variances -16.897 .005 -.18000 .04472 -.28607 -.07393
not assumed 4.025
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