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RINGKASAN
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Program Pascasarjana, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang,
Oktober 2019. Pembimbing: dr. Eko Sulistijono Sp.A(K); dr. Hidayat Sujuti Sp.M,
Ph.D.

Kelahiran prematur memengaruhi +10% kelahiran hidup di seluruh
dunia. Insiden sepsis neonatal terjadi pada 10-40% prematur (usia kehamilan ibu
<37 minggu), dan bukti klinis menunjukkan bahwa etiologi patogen sepsis dapat
terjadi karena translokasi bakteri dari saluran cerna, dimana kejadian inflamasi
tersering berasal dari saluran cerna dan paling cepat terjadi pada usia 8—10
hari. Salah satu komponen kunci untuk meningkatkan angka harapan hidup
neonatus prematur adalah pemberian nutrisi optimal yakni penggunaan air susu
ibu (ASI). Air susu ibu mengandung zat bioaktif yang melindungi dari infeksi dan
menginduksi kolonisasi flora normal yang berperan pada imunitas saluran cerna
yakni melalui peran imunoglobulin dan peptida antimikroba.

Imunoglobulin dan peptida teridentifikasi pada tinja neonatus selama
minggu pertama kehidupan, salah satunya yakni sekretori imunoglobulin A (SIgA)
dan defensin. Sekretori imunoglobulin A yang terdeteksi dalam tinja merupakan
bagian dari penghalang mukosa dan berperan protektif terhadap infeksi.
Sementara itu, defensin yang disekresi pada epitel (terutama saluran cerna) dan
berhubungan dengan reaksi inflamasi yakni human B-defensin 2. Human -
defensin 2 (hBD-2) terbukti memiliki efek protektif selama peradangan dan
apoptosis, serta mampu menstimulasi perbaikan epitel saluran cerna. Penelitian
yang membandingkan pemberian nutrisi enteral dengan kejadian inflamasi
saluran cerna masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan bertujuan
untuk mengetahui kadar sekretori imunoglobulin A dan human B-defensin 2 tinja
sebagai biomarker inflamasi neonatus prematur terkait nutrisi yang dikonsumsi
yakni ASI saja, susu formula saja, maupun ASI dan susu formula pada usia
empat belas hari.

Tiga puluh sembilan neonatus prematur sesuai kriteria inklusi
dikumpulkan pada bulan Juni sampai Agustus 2019 di ruang neonatologi RSUD
Dr. Saiful Anwar Malang dan dikelompokkan menjadi tiga kelompok sampel

penelitian (kelompok yang mendapatkan ASI saja, ASI dan susu formula, serta
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susu formula saja). Karakteristik dasar sampel penelitian yang diamati adalah
neonatus (jenis kelamin, cara persalinan, usia kehamilan, berat badan lahir,
panjang badan lahir, dan lingkar kepala), serta karakteristik dasar ibu
(preeklampsia, eklampsia, riwayat ketuban pecah dini, dan kehamilan gemeli).
Kadar SIgA dan hBD-2 tinja neonatus prematur diambil dari ketiga kelompok
sampel pada hari keempat belas serta diukur dengan metode ELISA. Uiji
komparatif perbedaan mean kadar SIgA tinja dan hBD-2 tinja dari setiap
kelompok sampel dilakukan dengan uji ANOVA.

Hasil penelitian menunjukkan kadar SIgA tinja tertinggi terdapat pada
kelompok neonatus: prematur yang mengonsumsi ASI saja (2091,2 pg/mL) dan
nilai terendah (194,77 ug/mL) didapatkan pada kelompok neonatus prematur
yang mendapatkan susu formula saja. Pada kelompok neonatus prematur
yang mengonsumsi ASI saja, kadar SIgA tinja pada (835,8—2091,2 ug/mL)
lebih tinggi dibandingkan kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi
ASI dan susu formula (453,78—1104,02 pg/mL) serta kelompok neonatus
prematur yang mengonsumsi susu formula saja (194,77—714,87 pg/mL).
Sementara itu, kadar hBD-2 tinja tertinggi diperoleh pada kelompok neonatus
prematur yang mengonsumsi susu formula yakni 492 ng/mL dan nilai terendah
didapatkan pada kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi ASI| saja
yakni 151,775 ng/mL. Mean hBD-2 tinja pada kelompok susu formula saja
lebih tinggi dibandingkan kelompok lain (375,73 + 69,13), namun tidak
berbeda bermakna dengan yang mengonsumsi ASI dan susu formula
(p=0.463). Sebaliknya, mean kadar hBD-2 tinja neonatus prematur pada
kelompok yang mengosumsi ASI saja berbeda bermakna (p=0,00) terhadap
kedua kelompok lainnya.

Dapat disimpulkan bahwa kadar SIgA tinja neonatus yang mengonsumsi
ASI saja lebih tinggi bermakna dibandingkan kadar SIgA tinja pada kelompok
neonatus yang mengonsumsi ASI dan susu formula maupun susu formula saja.
Selain itu, kadar human 3-defensin 2 tinja neonatus prematur yang mengonsumsi
susu formula saja lebih tinggi bermakna dibandingkan kadar human [3-defensin 2
tinja neonatus prematur yang mengonsumsi ASI saja, namun tidak berbeda
signifikan dengan kadar hBD-2 tinja yang mengonsumsi AS| dan susu formula.
Pemberian nutrisi berupa ASI saja, ASI dan susu formula, maupun susu formula

saja memengaruhi kadar SIgA dan human (-defensin 2 tinja.
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SUMMARY

Putri Primawardani, ID. 146070122011021. Magister Study Program of
Biomedical Science, Medical Faculty of University Brawijaya Malang, October
2019. Supervisor: dr. Eko Sulistijono Sp.A(K); dr. Hidayat Sujuti Sp.M, Ph.D.

Premature birth affects + 10% of live births worldwide. The incidence of
neonatal sepsis occurs in 10-40% of preterm neonates (maternal gestational age
<37 weeks), and clinical evidence shows etiology of neonatal sepsis occur due to
bactery translocation of digestive tract which earliest occurs at 8—10 days. One
of the key components for increasing life expectancy in premature neonates is
the provision of optimal nutrition by giving breast milk. Human breast milk
contains bioactive substances that protect babies against infection and induce
colonization of normal flora that have role in intestinal immunity. The bioactive
substance of breast milk as a barrier function of digestive tract is through the role
of immunoglobulins and antimicrobial peptides.

Immunoglobulins and peptides were identified in neonatal feces during
the first week of life, one of which is secretory immunoglobulin A (SIgA) and
defensins. The secretory immunoglobulin A (SIgA) detected in the stool is part of
the mucosal barrier and plays a protective role against infection. Meanwhile,
defensins are secreted in the epithelium (especially the digestive tract) and are
associated with an inflammatory reaction are mainly human R-defensin 2. Human
3-defensin 2 (hBD-2) has been shown to have a protective effect during
inflammation and apoptosis, and is able to stimulate epithelial repair in
gastrointestinal tract.

Thirty-nine preterm neonates according to inclusion criteria were collected
from June to August 2019 in neonatology ward of Dr. Saiful Anwar Malang
hospital and grouped into three research sample (breastfeeding, breast milk and
preterm formula milk, and preterm formula milk). Basic characteristics of study
samples were observed in neonate (gender, mode of delivery, gestational age,
birth weight, birth length, and head circumference), and mother (preeclampsia,
eclampsia, history of premature rupture of membranes, and gemelli). The level of
SIgA and hBD-2 fecal of premature neonates were taken from three sample

groups on the fourteenth days then measured by ELISA method. Comparative



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

test of mean differences in level of slgA and hBD-2 feces from each sample
group was carried out by ANOVA test.

This research showed the highest SIgA fecal levels were found in the
group of preterm neonates who consumed breast milk (2091.2 pg/mL) and the
lowest value (194.77 pyg/mL) was found in the group who received formula milk.
In the group who consumed breast milk, SIgA feces levels (835.8-2091.2 pg/mL)
were higher than those in the preterm neonates who consumed breast milk and
formula milk (453.78-1104.02 pg/mL) and premature neonates who consumed
formula milk (194.77-714.87 ug/mL). Meanwhile, the highest levels of hBD-2
fecal were obtained in the preterm neonate who consumed formula milk which
was 492 ng/mL and the lowest value was obtained in the preterm neonate who
consumed breast milk which was 151.775 ng/mL. In the group who consumed
breast milk, levels of hBD-2 fecal (151.77-272.77 ng/mL) were lower than those
in the preterm neonate who consumed breast milk and formula milk or formula
milk that is 304.27-430.27 ng/mL and 311.22 - 492.27 ng/mL.

This research concluded that level of SIgA fecal consuming breast milk is
significantly higher than the level of SIgA fecal in the neonate group that
consumes breast milk and formula milk or formula milk only. In addition, the
levels of human (-defensin 2 fecal that consume formula milk are significantly
higher than premature who consume breast milk, but not significantly different
from the levels of hBD-2 fecal that consume breast milk and formula milk.
Nutrition in the form of breast milk only, breast milk and formula milk, as well as

formula milk only affects the levels of SIgA and human 3-defensus 2 fecal.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Secara global, pada tahun 2015 dilaporkan lima juta kematian anak
berusia dibawah lima tahun dengan 46% terjadi pada periode neonatal (Smith et
al., 2017). Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) juga melaporkan bahwa terdapat
6,6 juta anak di bawah usia lima tahun meninggal pada tahun 2012, dengan 44%
kematian pada masa neonatal (Bericelli et al., 2015). Neonatus prematur dan
berat badan lahir rendah memiliki risiko yang lebih tinggi untuk terjadinya
kematian tersebut. Amerika Serikat menunjukkan bahwa kejadian infeksi bakteri
onset dini pada neonatus dengan berat badan lahir sangat rendah adalah 1,5%
dan untuk infeksi bakteri onset lambat (lebih dari usia 3 hari) adalah 25% (Utomo,
2010).

Kelahiran prematur mempengaruhi kira-kira satu dari sepuluh kelahiran
hidup di seluruh dunia (WHO, 2012). Sepsis neonatal banyak terjadi pada
neonatus prematur, prevalensi sepsis neonatal meningkat dari 2% pada
neonatus usia kehamilan 32 sampai <37 minggu (moderately preterm infants),
10-20% pada neonatus dengan usia kehamilan 28 sampai 32 minggu (very
preterm infants), dan 30-40% pada neonatus dengan usia kehamilan<28 minggu
(extremely preterm infants) (Stol et al., 2002; Spearman et al., 2013). Bukti klinis
menunjukkan bahwa etiologi patogen sepsis neonatal dapat terjadi karena
translokasi dari saluran cerna neonatus prematur (Soeorg et al., 2013).

Enterokolitis nekrotikans (EKN) merupakan penyakit nekrotik iskemik akut
saluran cerna terbanyak yang terutama terjadi pada neonatus prematur.
Enterokolitis nekrotikans disebabkan oleh berbagai faktor yang mengakibatkan

gangguan integritas dan fungsi saluran cerna. Insidens EKN berkisar 1-5% dari



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

setiap 1000 kelahiran hidup dan sering terjadi pada neonatus berat lahir rendah
(BBLR) dengan insidensi 6—10% maupun neonatus berat lahir sangat rendah
(BBLSR), dengan angka kematian mencapai 20-30%. Selama tahun 2009, divisi
perinatologi departemen ilmu kesehatan anak (IKA) Rumah Sakit Cipto
Mangunkusumo (RSCM) mendapatkan 31 kasus EKN dari sekitar 737 kelahiran
kurang bulan (Neu & Walker, 2011; Ramani & Ambalavanan, 2013; Juniarto &
Kadim, 2014).

Terkait hal tersebut, dibutuhkan strategi untuk meningkatkan angka
harapan hidup neonatus prematur, salah satunya yakni pemberian nutrisi optimal
untuk mengurangi masalah yang sering terjadi yakni feeding intolerance hingga
memyebabkan gangguan nutrisi (Frost, 2014). Strategi yang telah terbukti
mengurangi kejadian infeksi, alergi dan feeding intolerance pada neonatus
prematur adalah penggunaan air susu ibu (ASI). Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa pemberian air susu ibu dalam 24 jam pertama mampu
mengurangi angka kematian 2,4 kali lipat di Ghana dan menurunkan risiko 1,4
kali lipat di Nepal bila dibandingkan dengan pemberian susu formula. Bahkan
penelitian di Nepal memperkirakan bahwa inisiasi menyusui pada jam pertama
kelahiran dapat mencegah 19% kematian neonatus (Hanson & Korotkova, 2012;
Edmond et al., 2016).

Air susu ibu dikaitkan dengan perlindungan terhadap berbagai macam
penyakit seperti diare, infeksi saluran pernafasan, dan enterokolitis nekrotikan.
Perlindungan ASI terjadi melalui berbagai faktor pertahanan komplementer dan
bawaan yang ditemukan pada susu manusia, termasuk antibodi sekretori IgA,
oligosakarida dan glikokonjugat, serta peptida antimikroba (AMPs) (Hanson &
Korotkova, 2012; Bericelli et al., 2015). Selain komponen tersebut, air susu ibu

juga mengandung substansi bioaktif yang berperan meningkatkan maturasi dan
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mempertahankan integritas mukosa saluran cerna seperti sekretori imunoglobulin
A (SlIgA), kalprotektin, serta alfa 1 antitrypsin (AAT) (Hayati et al., 2016).

Maturitas saluran cerna merupakan suatu proses dinamis yang terjadi
terus menerus dari lahir sampai dengan usia 1—2 tahun, penilaian terhadap
maturitas saluran cerna dapat dilihat dari permeabilitas, produksi sekretori
imunoglobulin, dan peptida antimikroba. Integritas saluran cerna berhubungan
erat dengan kondisi maturitas dimana perubahan permeabilitas mempengaruhi
kemungkinan terjadinya infeksi. Pemeriksaan integritas saluran cerna pada
neonatus merupakan hal yang cukup penting untuk menilai kesehatan saluran
cerna dan deteksi dini inflamasi (Hayati et al., 2016).

Sekretori imunoglobulin A merupakan salah satu marker integritas saluran
cerna yang dapat dideteksi pada tinja neonatus. Imunoglobulin A disekresikan
oleh selaput lendir dan penting untuk kekebalan mukosa terutama saluran cerna.
Antibodi ini dalam bentuk dimer disebut sebagai sekretori imunoglobulin A yang
membentuk pertahanan terhadap toksin dan organisme patogen (Corthesy,
2010). Molekul ini secara normal ditemukan dalam tinja sebagai akumulasi SIgA
yang disekresi oleh saliva, bile dan cairan intestinal. Sekretori imunoglobulin' A
yang terdeteksi dalam tinja merupakan bagian dari penghalang mukosa dan
berperan protektif terhadap infeksi, oleh karena itu sesuai literatur sebelumnya,
SIgA dianggap sebagai penanda kesehatan saluran cerna (Dion, 2004; Corthesy,
2010).

Penelitian yang dilakukan oleh Hayati et al., 2016 membuktikan bahwa
SIgA didapatkan lebih banyak pada neonatus yang mengonsumsi ASI
dibandingkan susu formula dengan interpretasi peningkatan SIgA tinja
berbanding lurus dengan imunitas saluran cerna. Selain itu, penelitian yang
dilakukan oleh Campeotto et al., 2011 menunjukkan neonatus dengan kadar

SIgA yang lebih tinggi dalam observasi selama dua minggu tidak didapatkan
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keluhan saluran cerna dibandingkan neonatus dengan kadar SIgA rendah.
Mohan et al., 2008 melaporkan didapatkan peningkatan sekretori IgA tinja pada
neonatus prematur yang diberikan prebiotik B. lactis Bb12 selama 3 minggu.
Begitu pula penelitian yang dilakukan oleh Retnaningtyas et al., 2008
menunjukkan kelompok neonatus yang mengonsumsi prebiotik memiliki kadar
SIgA tinja lebih tinggi, hal ini diasumsikan sebagai peningkatan sistem
pertahanan saluran cerna.

Selain sekretori imunoglobulin, peptida juga merupakan substansi bioaktif
untuk menilai inflamasi saluran cerna. Beberapa peptida teridentifikasi pada
mekonium dan tinja neonatus selama minggu pertama kehidupan, salah satunya
yakni defensin (Campeotto et al., 2010). Defensin merupakan pertahanan lini
pertama dalam melawan infeksi. Defensin yang disekresi pada epitel saluran
cerna dan berhubungan dengan reaksi inflamasi yakni human R-defensin 2.
Human [-defensin 2 terbukti memiliki efek protektif selama peradangan dan
apoptosis, serta mampu menstimulasi perbaikan epitel pada saluran cerna (Otte
et al., 2008).

Penelitian tentang kadar human [-defensin 2 tinja pada neonatus
prematur dihubungkan dengan riwayat pemberian nutrisi enteral masih terdapat
hasil yang terbatas. Penelitian pertama terkait nutrisi enteral dan human B3-
defensin 2 di Indonesia dilakukan oleh Corebima, 2017 menunjukkan kadar
human 3-defensin 2 tinja neonatus prematur usia 14 hari secara signifikan lebih
rendah pada neonatus yang mengonsumsi air susu ibu dibandingkan kelompok
neonatus yang mengonsumsi kombinasi ASI dengan susu formula maupun susu
formula saja. Hal ini menunjukkan proses inflamasi di saluran cerna secara
signifikan lebih tinggi terjadi pada kelompok neonatus yang mengonsumsi susu
formula baik kombinasi maupun tidak. Penelitian lain terkait human R3-defensin 2

dilakukan oleh Campeotto et al., 2010 menunjukkan bahwa human 3-defensin 2
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sangat mudah diukur dan selalu terdeteksi pada tinja neonatus baru lahir serta
menunjukkan pertahanan dalam minggu pertama kehidupan. Avula et al., 2017
menunjukkan bahwa human R-defensin 2 tinja terekspresi rendah pada inflamasi
saluran cerna berat, hal ini dijelaskan sebagai akibat respon imunitas yang tidak
adekuat terhadap bakteri luminal. Penelitian lainnya menunjukkan peningkatan
human [3-defensin 2 pada mukosa kolon yang mengalami inflamasi (Pang et al.,
2014). Hal ini sejalan dengan penelitian oleh Campeotto et al., 2010 bahwa
peningkatan human 3-defensin 2 mencerminkan kuatnya respon imun intestinal
sehingga bila terdapat inflamasi saluran cerna yang berat akan meningkatkan
kadar human 3-defensin 2 dalam tinja.

Meskipun infeksi saluran cerna merupakan salah satu penyebab
kesakitan utama pada neonatus prematur, namun diagnosis definitif untuk
menegakkan infeksi tersebut merupakan hal yang cukup sulit oleh karena kondisi
klinis serta pemeriksaan penunjang menunjukkan hasil yang relatif sama dengan
manifestasi klinis akibat masalah diluar saluran cerna (Avula et al., 2017). Salah
satu upaya yang dapat dilakukan untuk menurunkan angka morbiditas bahkan
mortalitas akibat infeksi saluran cerna yakni adanya biomarker tidak invasif yang
mampu mendeteksi dini inflamasi saluran cerna bahkan sebelum munculnya
gejala klinis. Biomarker tinja menjadi salah satu pilihan pemeriksaan yang tidak
invasif dan diharapkan mampu merefleksikan inflamasi serta kondisi patologis
spesifik pada saluran cerna (Campeotto et al., 2010).

Peningkatan sekretori imunoglobulin A pada sampel tinja neonatus
diinterpretasikan bahwa neonatus memiliki mekanisme pertahanan pertama yang
baik. Hal ini oleh karena peningkatan SIgA mampu mencegah adhesi bakteri
patogen ke lamina propia sehingga diharapkan mengurangi inflamasi (Dion et al,
2004). Peneltian pendahuluan yang membedakan SIgA dan hBD 2 tinja

dilakukan oleh Kabeerdoos et al., 2011 menggunakan tinja wanita dewasa
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dengan interval usia 18—21 tahun. Peneliti memberikan perlakuan berupa
konsumsi yoghurt yang mengandung Bifidobacterium lactis Bb12 selama satu
minggu dengan hasil penelitian menunjukkan hanya didapatkan peningkatan
kadar SIgA tinja dengan kadar hBD2 tinja tidak meningkat selama observasi.
Penelitian yang membandingkan pemberian air susu ibu dan susu
formula terhadap kadar human R-defensin 2 tinja dan sekretori imunoglobulin A
tinja neonatus masih sangat terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan
bertujuan untuk mengetahui kadar sekretori imunoglobulin' A dan human -
defensin 2 tinja sebagai biomarker inflamasi mukosa saluran cerna pada
neonatus prematur yang mengonsumsi ASI saja, susu formula saja, maupun

kombinasi pada usia empat belas hari.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Rumusan Masalah Umum
Bagaimanakah kadar sekretori imunoglobulin A dan human R3-defensin 2
dalam tinja pada neonatus prematur yang mendapatkan air susu ibu saja,
kombinasi air susu ibu dan susu formula, serta susu formula saja?

1.2.2 Rumusan Submasalah

1. Bagaimanakah kadar sekretori imunoglobulin A dalam tinja pada
neonatus prematur yang mendapatkan air susu ibu saja, kombinasi air
susu ibu dan susu formula, serta susu formula saja?

2. Bagaimanakah kadar human R3-defensin 2 dalam tinja pada neonatus
prematur yang mendapatkan air susu ibu saja, kombinasi air susu ibu dan

susu formula, serta susu formula saja?
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1.3.2

1.4

14.1

14.2

Tujuan Penelitian

Tujuan Umum

Membuktikan ‘adanya perbedaan kadar sekretori imunoglobulin A dan
human [3-defensin 2 dalam tinja pada neonatus prematur yang
mengonsumesi air susu ibu saja, kombinasi air susu ibu dan susu formula,
serta susu formula saja.

Tujuan Khusus

Membuktikan adanya perbedaan kadar sekretori imunoglobulin A dalam
tinja pada neonatus prematur yang mendapatkan air susu ibu saja,
kombinasi air susu ibu dan susu formula, serta susu formula saja.
Membuktikan adanya perbedaan kadar human R-defensin 2 dalam tinja
pada neonatus prematur yang mendapatkan air susu ibu saja, kombinasi

air susu ibu-dan susu formula, serta susu formula saja.

Manfaat Penelitian

Dalam Bidang limu Pengetahuan

Temuan ini dapat mengetahui perbedaan kadar sekretori imunoglobulin' A
dan human R-defensin 2 dalam tinja pada neonatus prematur yang
mendapatkan air susu ibu saja, kombinasi air susu ibu dan susu formula,
serta susu formula saja.

Dalam Bidang Pelayanan Kesehatan

Temuan ini dapat mengetahui pengaruh pemberian ASI maupun susu
formula terhadap kejadian inflamasi saluran cerna pada prematur dan
diharapkan mendapatkan kadidat marker noninvasif yang mampu
mendeteksi dini inflamasi saluran cerna meskipun belum adanya
manifestasi = klinis, sehingga dapat menunjang data dalam upaya

pencegahan infeksi saluran cerna (termasuk EKN) yang nantinya



diharapkan mampu mengurangi angka morbiditas dan mortalitas
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Imunoglobulin

Imunoglobulin adalah protein heterodimerik yang terdiri dari dua heavy
chain (H) dan dua light chain (L). Mereka dapat dipisahkan secara fungsional
menjadi domain variabel (V) yang mengikat antigen dan domain konstan (C)
yang menentukan fungsi efektor seperti aktivasi komplemen atau mengikat
reseptor Fc. Domain variabel dibuat melalui serangkaian peristiwa penataan
ulang gen yang kompleks dan kemudian mengalami hipermutasi somatik setelah
paparan antigen yang memungkinkan terjadinya pematangan afinitas. Setiap
domain V dapat dibagi menjadi tiga urutan variabilitas, disebut regio penentu
komplementaritas atau complementarity determining region (CDR), dan empat
urutan regio yang konstan secara relatif disebut regio kerangka kerja atau
framework region (FR). Tiga CDR rantai H dipasangkan dengan tiga CDR rantai
L untuk membentuk area pengikatan antigen, sebagaimana didefinisikan secara
klasik. Terdapat lima kelas utama dari domain heavy chain C. Setiap kelas
mendefinisikan isotipe IgM, IgG, IgA, IgD, dan IgE. IgG dapat dibagi menjadi
empat subclass, 1gG1, 1gG2, IgG3, dan IgG4, masing-masing dengan sifat
biologisnya sendiri dan IgA juga dapat dibagi menjadi IgA1l dan IgA2. Domain
konstan rantai H dapat diubah untuk memungkinkan perubahan fungsi efektor
ketika mempertahankan spesifisitas antigen (Schroeder & Cavacini, 2010).

Pada awal pengembangan sel B, domain variabel yang disusun ulang
secara produktif (H dan L) diekspresikan dalam kaitannya dengan rantai berat p
untuk menghasilkan IgM dan kemudian IgD dengan cara splicing alternatif.
Kemudian selama pengembangan serta sebagai respons terhadap stimulasi

antigenik dan regulasi sitokin, domain variabel ini dapat berhubungan dengan
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isotipe lain (1gG, IgA, dan IgE) dalam proses terkontrol. Artinya, peralihan isotipe
tidak terjadi hanya secara kebetulan. Gen CH untuk setiap isotipe diselaraskan
dalam orientasi transkripsi yang sama, pada kromosom 14 manusia. Isotipe
dibedakan dalam sejumlah sifat termasuk ukuran, fiksasi komplemen, pengikatan
FcRs (Fc receptors) dan respons isotipe terhadap antigen. Pilihan isotipe
tergantung pada antigen itu sendiri dan jalur pensinyalan yang diaktifkan, serta
lingkungan mikro setempat (Schroeder & Cavacini, 2010).

Imunoglobulin' M adalah imunoglobulin® pertama yang diekspresikan
selama perkembangan sel B. Antibodi IgM dikaitkan dengan respons imun primer
dan sering digunakan untuk mendiagnosis paparan akut suatu imunogen atau
patogen. Mengingat bahwa IgM diekspresikan awal dalam pengembangan sel B,
rantai berat y berhubungan dengan H dan L yang belum mengalami banyak
mutasi somatik sebagai respons terhadap antigen. Akibatnya, antibodi IgM
cenderung lebih poli-reaktif daripada isotipe lain yang memungkinkan sel B yang
mengandung IgM untuk merespon dengan cepat berbagai antigen. Antibodi IgM
yang relatif rendah juga disebut antibodi alami. Beberapa antibodi alami ini tidak
hanya berperan sebagai lini pertahanan pertama, tetapi juga berperan dalam
imunoregulasi. Antibodi alami dapat bereaksi dengan autoantigen, tetapi jarang
bertanggung jawab atas penyakit autoimun atau pathogenesis (Schroeder &
Cavacini, 2010).

Imunoglobulin D yang bersirkulasi ditemukan pada level yang sangat
rendah dalam serum dengan waktu paruh pendek yang dikaitkan dengan
sensitivitas molekul. Fungsi imunoglobulin D pada sirkulasi masih belum terlalu
jelas. Imunoglobulin D yang bersirkulasi dapat bereaksi dengan protein bakteri
tertentu, seperti protein pengikat IgD dari Moraxella catarrhalis, yang tidak

tergantung pada regio variabel dari antibodi. Pengikatan protein bakteri ke

10
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daerah konstan IgD akan menstimulasi dan mengaktivasi sel B (Schroeder &
Cavacini, 2010).

Imunoglobulin: G adalah isotipe dominan yang ditemukan dalam tubuh.
Imunoglobulin - D' memiliki ~paruh paruh  terpanjang dari semua isotipe
imunoglobulin dan merupakan kelas imunoglobulin yang paling banyak dipelajari.
Subkelas spesifik dapat dikaitkan dengan proses penyakit. Antibodi IgG juga
berkontribusi langsung pada respon imun termasuk netralisasi toksin dan virus
(Schroeder & Cavacini, 2010).

Kadar IgA jauh lebih tinggi daripada 1gG pada permukaan mukosa dan
sekresi, termasuk air liur dan ASI. Secara khusus, IgA dapat berkontribusi hingga
50% dari protein dalam kolostrum. Pada umumnya, bentuk IgA di mukosa
disebut sebagai sekretori IgA (SlgA) yang merupakan dimer, terkadang trimer
atau tetramer. IgA sangat penting dalam melindungi permukaan mukosa dari
toksin, virus dan bakteri dengan netralisasi langsung atau dengan mencegah
ikatan pada permukaan mukosa. IgA intraseluler juga penting dalam mencegah
infeksi bakteri dan virus. Sifat polimerik sekresi IgA sangat penting, sebagai
contoh, IgA polimer lebih efektif daripada IgA monomerik dalam ‘mencegah
kerusakan akibat toksin bakteri pada sel epitel (Schroeder & Cavacini, 2010).

Imunoglobulin E merupakan imunoglobulin dengan konsentrasi serum
terendah dan waktu paruh terpendek, namun merupakan imunoglobulin yang
sangat kuat. Imunoglobulin E berhubungan dengan hipersensitivitas dan reaksi
alergi serta respons terhadap infeksi cacing parasit (Schroeder & Cavacini,
2010).

2.1.1  Imunoglobulin A

Dalam tubuh manusia, imunoglobulin (Ig) A diproduksi 66 mg/kg/hari

setiap harinya merupakan imunoglobulin - yang diproduksi paling banyak

dibandingkan semua isotipe antibodi lainnya meskipun digabungkan. Selain
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menjadi kelas antibodi paling dominan di mukosa, IgA juga merupakan antibodi
yang terdapat dalam sirkulasi. Melalui bentuk ekspresi yang berbeda dan
interaksi dengan beberapa reseptor yang berbeda, IgA dapat secara pasif dan
aktif menghambat atau memulai respons inflamasi, prototypic myeloid IgA Fc
receptor FcaRI (CD89) berperan penting dalam beberapa proses ini (Bakema &
Egmond, 2011).

Imunoglobulin A sebagian besar hadir sebagai monomer dalam serum
manusia, sedangkan pada hewan merupakan molekul polimer. Pada manusia,
terdapat dua subclass dari IgA yakni IgA1 dan IgA2 yang saling berhubungan
erat [terbagi dalam IgA2m (1) dan IgA2m (2)], yang berbeda pada ikatan 18
asam amino di hinge region, dengan hinge region pada IgAl adalah 13 asam
amino yang lebih panjang daripada IgA2. Akibatnya, berdasarkan pemodelan
molekuler, diperkirakan bahwa IgA1 memiliki jangkauan pengenalan antigen
yang lebih luas dan berjarak jauh, tetapi lebih rentan terjadinya proteolisis.
Karena IgA2 tidak memiliki hinge region yang luas sehingga komponen ini tidak
terlalu rentan terhadap protease bakteri, hal tersebut yang mungkin mendasari
alasan dominasi IgA2 dalam sekresi mukosa (Bakema & Egmond, 2011).

Pada manusia, IgA diekspresikan dalam tiga bentuk berbeda. Satu
hingga tiga mg/mL serum IgA dalam sirkulasi sebagai monomer, sedangkan IgA
di tempat mukosa diproduksi sebagai molekul polimer. Kebanyakan sel plasma
mukosa menghasilkan IgA dimer, yang menggabungkan jembatan disulfida pada
terminal-C dari rantai a tunggal dari setiap molekul IgA dengan 16 kDa yang
bergabung dengan rantai-J. Imunoglobulin A dimerik, memiliki rantai-J berikat
dengan reseptor Ig polimer (plgR), yang diekspresikan pada membran
basolateral sel epitel yang kemudian ditransport melalui sel epitel dan dilepaskan
ke dalam lumen sebagai sekretori IgA. Melalui rute ini, SIgA disekresikan ke

dalam selaput lendir saluran pencernaan, urogenital dan saluran pernapasan,
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serta ke dalam air mata, air liur dan susu. Pembelahan apikal plgR memastikan
bahwa bagian dari reseptor yang disebut sebagai komponen sekretori (SC) tetap
melekat pada IgA dimana komponen sekreotir tersebut berfungsi menstabilkan
IgA dan mencegah kerusakan akibat lingkungan yang tidak bersahabat pada

lumen saluran cerna (Bakema & Egmond, 2011).

~Tail piece E S E S

IgA1 IgA2m(1) IgA2m(2)

A Monomeric IgA

B Dimeric IgA2 C secretory IgA2

J-ch’ain

Secretory component (SC)

Gambar 2.1 Imunoglobulin A

Keterangan: Model skematik dari (A) IgA1 manusia monomer, IgA2m (1) dan IgA2m (2),
(B) IgA2 dimeric dan (C) IgA2 sekretori. Rantai berat digambarkan dalam oranye terang
dan gelap, sedangkan rantai ringan ditampilkan dalam warna coklat. J-chain atau
komponen sekretori (SC) masing-masing ditandai dengan biru atau merah. IgAl
mengandung oligosakarida terkait O di hinge region, yang digambarkan sebagai
lingkaran putih, sedangkan oligosakarida terkait-N ditampilkan sebagai lingkaran hitam.
Sumber: Bakema & Egmond, 2011

Regio mukosa, dimana IgA adalah kelas antibodi yang paling dominan,
merupakan permukaan kritis yang memisahkan bagian dalam dengan dunia luar.
Pada regio tersebut, dibutuhkan keseimbangan yang baik antara pertahanan
imunologis efektif terhadap mikroorganisme patogen serta menghindari reaksi
terhadap mikroba komensal dan antigen lingkungan. Sekretori IgA memainkan
peran penting sebagai garis pertahanan pertama dengan membentuk anti-septic

covering mukosa yang dapat menghambat adhesi mikroorganisme. Mekanisme
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lain yang ditampilkan oleh SIgA termasuk kemampuan untuk menggumpalkan
mikroba, mengganggu maotilitas bakteri melalui interaksi dengan flagela dan
menetralkan produk bakteri seperti enzim dan toksin. Selain itu, IgA dimerik
memiliki  kemampuan untuk menetralkan virus secara intraseluler dengan
memotong partikel virus dan mengganggu replikasi atau perakitan virus saat
dalam perjalanan melalui sel epitel yang terinfeksi. Kompleks IgA-virus
selanjutnya dapat diekskresikan ke dalam lumen. Penambahan IgA anti-virus
spesifik ke permukaan basolateral sel epitel terpolarisasi terbukti mengurangi titer
virus Sendai, rotavirus, influenza dan human immunodeficiency virus. Sedangkan
IgA polimer terbukti mampu  bereaksi terhadap bakteri dan toksin A dari
Clostridium difficile sehingga mencegah penghancuran monolayer epitel
(Bakema & Egmond, 2011).

Efek perlindungan IgA lebih jelas pada manusia karena adanya FcaRI
dimana merupakan salah satu reseptor imunoglobulin yang berikatan dengan IgA
dan berperan dalam fagositosis oleh IgA (Bakema & Egmond, 2011). Bakteri
Escherichia coli yang telah diopsonisasi dengan serum IgA manusia akan
difagositosis oleh sel-sel yang mengekspresikan FcaRIl yang juga mendukung
peran IgA dalam pembersihan patogen sistemik. Granulosit neutrofilik (neutrofil)
juga terlibat dalam respons protektif yang dimediasi IgA terhadap patogen. Telah
dibuktikan pula bahwa IgA monomer dan dimer memiliki kemampuan unik untuk
menginduksi migrasi neutrofil secara langsung, sedangkan isotipe antibodi lain
seperti IgG dan IgM menginduksi migrasi neutrofil secara tidak langsung, melalui
aktivasi jalur komplemen klasik (menghasilkan chemoattractants C3a dan C5a).
Setelah cross-linking dari FcaRI, neutrofil melepaskan LTB4, yang merupakan
chemoattractant neutrofil yang kuat. Dengan demikian migrasi neutrofil dimulai

sampai agen infeksius dihilangkan (Bakema & Egmond, 2011).
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Gambar 2.2 Reseptor IgA

Keterangan: FcaRI memulai hasil fungsional yang berbeda tergantung pada mode
interaksi dengan IgA atau rantai FcRy; (1) Fungsionalitas dari FcaRl reseptor “y-less”
terbatas pada internalisasi pengikatan ligan dan reseptor; (2) Hubungan silang FcaRI
melalui kompleks imun IgA (IC) menginisiasi forforilasi (p) kuat FCcRy chain ITAM yang
melibatkan Syk, menghasilkan respons aktivasi dan pro-inflamasi. (3) Pengikatan IgA
monomerik ke FcaRI memediasi fosforilasi lemah FcRy chain ITAM dan perekrutan SHP-
1, memunculkan sinyal penghambatan, yang dapat menekan aktivasi melalui reseptor Fc
lainnya. ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motifs.

Sumber: Bakema & Egmond, 2011

Hingga saat ini, peningkatan uptake dari berbagai bakteri dan jamur
seperti Escherichia coli, Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus,
Porphyromonas gingivalis, Candida albicans, Bordetella Pertingisidis dilakukan
oleh neutrofil melalui IgA spesifik atau FcaRI. Imunobloglobulin A monomer
maupun dimerik terbukti efektif dalam memediasi fagositosis baik oleh sel
neutrofil maupun Kupfer, tetapi aktivitas opsonik berkurang setelah pengikatan
SC, yang konsisten dengan peran SIgA yang lebih sebagai anti-inflamasi
(Bakema & Egmond, 2011).

2.1.2  Sekretori Imunoglobulin A

Antibodi utama pada permukaan mukosa adalah sekretori IgA, struktur

multimerik terbuat dari polimer IgA (plgA) yang diproduksi oleh sel B teraktivasi

dalam epitel mukosa dan secretory component (SC), Sekretori IgA berasal dari
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polimer 1g receptor (plgR) yang mengalami selective transcytosis plgA untuk
melewati sel epitel mukosa membran. Setelah disekresi, SIgA berikatan dengan
antigen bakteri sehingga mencegah adhesi serta absorpsi ke permukaan epitel
luminal dan memfasilitasi eliminasi dengan gerakan peristaltik atau mukosiliar
yang lebih dikenal dengan eksklusi imun (Corthesy. 2010).

Dalam saluran cerna, produksi SIgA tergantung pada mekanisme yang
melibatkan pengambilan sampel antigen oleh sel M dan diproses oleh sel yang
mempresentasikan antigen (APC) termasuk sel dendritik serta switching sel B di
patch Peyer dan lamina propria. Beberapa sitokin, termasuk TGF-R3, IL-4, IL-5, IL-
6 IL-10, berperan penting dalam produksi SIgA saluran cerna (Corthesy. 2010;

Wells et al., 2016).

Secretory N-glycans
component

Antigen
binding
sites

F(ab’)2

Ca2 «— SPSPTPPTSPSPTPPTSP — Cal IgA1l
Co2<— PPPPP----—-—-—-—-—-—-—-—-- — Cal IgA2

Gambar 2.3 Sekretori IgA manusia.
Keterangan: Struktur polipeptida terdiri dari empat heavy chain (rantai a), empat light
chain, rantai J dan SC. Heavily glycosylated SC terikat secara kovalen oleh jembatan
disulfida tunggal ke dimer IgA melalui C-terminal domain V dan domain Ca2.
Sumber: Corthesy, 2010.

Sekretori imunoglobulin' A menampilkan variasi yang luar biasa dalam
sifat dan kompleksitas gugus karbohidrat. Glycans yang terkait dengan rantai

berkontribusi terhadap 6-7% dari total massa molekul IgA1 manusia dan hingga

10% pada protein IgA2 manusia. Kehadiran urutan tambahan ini dalam molekul
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IgA1 bertanggung jawab untuk sensitivitas antibodi terhadap protease spesifik
bakteri tertentu (Corthesy. 2010; Wells et al., 2016).

Sekretori IgA1 memiliki struktur planar yang mirip IgA1 dimer, dengan
dua monomer tersusun dalam konformasi ekor-ke-ekor, dengan sedikit bend
pada Fc. Regio Fab terpisah dan menonjol dari lokasi SC yang terletak di bagian
luar sepanjang area convex regio Fc — Fc. Area convex tersebut mungkin
mengandung rantai J yang penting untuk pengenalan selektif oleh plgR (bentuk
prekursor SC) dari plgA. Model ini juga memprediksi bahwa SC bebas dapat
membuka lipatan untuk berhubungan erat dengan plgA1 (Corthesy. 2010).

Sekretori IgA2 memperlihatkan struktur nonplanar, dimana lipatan IgA2
lebih pendek dan adanya SC terikat memindahkan lokasi empat domain Fab
diluar molekul Fc. Secretory component terletak di sepanjang tepi cembung luar
regio Fc — Fc seperti pada SIgA1l. Sifat SIgA2 yang lebih terbatas dan nonplanar
dapat mendorong interaksi multimerik dengan struktur antigenik yang lebih kaku
(lipopolysaccharides, lipoteichoic acid) yang terpapar pada permukaan bakteri,
sedangkan SIgAl yang lebih terbuka dan fleksibel dapat mengakomodasi
antigen protein dalam berbagai konformasi yang berbeda (Corthesy. 2010).

Sekretori imunoglobulin A diproduksi dari sel B yang mengalami
diferensiasi pada plasma, IgA class switching terjadi pada jaringan limfoid usus
termasuk Peyer’s patches, mesenteric lymph node (MLNs), dan isolated
lymphoid follicles (ILF) pada lamina propia. Segmented filamentous bacteria
menstimulasi perkembangan ILF dan jaringan limfoid dalam lamina propia usus
halus. Sel dendritik saluran cerna menstimulasi IgA class switching baik bersama
dengan sel T helper maupun dengan mengekspresikan B-cell activating factor
(BAFF) dan a proliferation inducing ligand (APRIL). Plasmacytoid DC (pDC)
saluran cerna dapat menstimulasi produksi IgA melalui jalur tersebut. Ketika

bakteri komensal dikenali oleh TLR, TNF-a /iNOS-producing DC (tipDC) akan
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teraktivasi dan mengeluarkan NO yang dapat meningkatkan IgA class switching.
Lebih jauh lagi, retinoic acid dapat dikonversi oleh retinaldehyde dehydrogenase
type 2 (RALDP2) engan vitamin A yang diperoleh dari intake maupun RALDP2
yang diproduksi sendiri oleh sel dendritik. Dalam keadaan normal, lamina propia
mengandung eosinofil sekitar 5% dari seluruh leukosit yang berfungsi untuk
menstimulasi produksi dan mempertahankan IgA-producing plasma cell dengan
menginduksi B cell activating factor (BAFF) dan mendukung fungsi CD103"DCs

(subset sel dendritik yang dominan terdapat pada usus halus).

Commensals Infection
Segmented vitamin A Secretory IgA Pathogenic
8 Clostndlum cretory Ig ’ Vuus f_ﬂ:, Bactors

filamentous

-$ AR ,,g%

-~
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oCs =, @ P IL-6 & — 9
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// _~~  NaiveB Plasma
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> APRIL & Dimeric IgA
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/" Type | IFN Lamina propria
Stromal cell
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Gambar 2.4 Produksi SIgA.

Keterangan: Subset CD103*CD11b"DC, TipDC, dan TLR5'DC pada saluran cerna
mengekspresikan RALDH2 yang akan dikonversi menjadi retinoic acid dari diet vitamin A
dan dapat digunakan untuk produksi IgA. Plasmacytoid DC and TipDC menginduksi IgA
dari sel B dengan mengekspresikan BAFF dan APRIL. Eosinofil mendukung produksi IgA
dengan ekspresi BAFF dan APRIL maupun meningkatkan fungsi CD103" DC.

Sumber: Ko & Chang, 2015.

2.2 Human Beta Defensin 2
2.2.1 Definisi Defensin
Defensin adalah peptida kaya sistein, peptida kationik dengan struktur

lembaran B-pleated yang distabilkan oleh tiga ikatan disulfida intramolekul antara
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residu sistein. Defensin mamalia diklasifikasikan dalam tiga subfamili, a-, B- dan
B-defensin, yang berbeda dalam distribusi dan hubungan disulfida (ikatan) antara
enam residu sistein. Hubungan disulfida residu sistein dalam defensin pada a-
defensin adalah antara residu sistein pertama dan keenam (Cys1-Cys6), Cys2-
Cys4 dan Cys3-Cysb, sedangkan pada [ defensin adalah Cys1-Cysb, Cys2-
Cys4 dan Cys3-Cys6. Sebaliknya, 8-defensin memiliki struktur melingkar dengan
residu sistein yang dihubungkan sebagai Cys1-Cys6, Cys2-Cys5 dan Cys3-Cys4
(Klotman et al., 2016).

Human a-defensin-1, -2, -3 dan -4 merupakan peptida neutrofil manusia
(HNP1, HNP2, HNP3 dan HNP4) karena diproduksi terutama oleh neutrofil.
HNP1, HNP2 dan HNPS3 disintesis oleh promyelocytes, yang merupakan sel
prekursor neutrofil di sumsum tulang, dan peptida mature disimpan sebagai
primary granule of neutrofil. Teta-defensin terdiri dari dua peptida a-defensin-like
precusor dari sembilan asam amino yang dihubungkan oleh ligasi post-translasi
kepala-ke-ekor. Kontribusi struktur defensin terhadap fungsi defensin berbeda
berdasarkan fungsinya. Sebagai contoh, ikatan disulfida tidak diperlukan untuk
fungsi antibakteri dari HNP1 dan human (B-defensin-3 (hBD3). Namun, memiliki
ikatan disulfida yang penting untuk aktivitas kemotaksis pada hBD3 (Klotman et
al., 2016).

Di antara peptida antimikroba -alami, human R-defensin (hBDs)
merupakan kontributor paling penting pada kekebalan host (Nicolau et al., 2017).
Berdasarkan analisis gen, telah teridentifikasi 28 jenis human B-defensin, dimana
enam human B-defensin (hBD1, -2, -3, -4, -5 dan -6) diekspresikan terutama oleh
sel epitel. Sedangkan hBD1 secara konstitutif diekspresikan oleh sel epitel,
ekspresi hBD2 dan hBD3 dapat diinduksi oleh virus, bakteri, produk mikroba
(misalnya endotoksin) dan sitokin pro-inflamasi, seperti tumor-necrosis factor

(TNF) dan interleukin-1B (IL-1B) (Klotman et al., 2016).
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Human R-defensin 1, hBD2 dan hBD3 semuanya telah terdeteksi di
berbagai jaringan sel epitel, meskipun mekanisme induksi ekspresi mereka
sebagai respons terhadap produk mikroba telah terbukti berbeda satu sama lain.
Ekspresi hBD1 dan hBD2 terdeteksi pada monosit, makrofag dan sel dendritik
monosit (DC), yang menunjukkan bahwa hBD1 dan hBD2 tidak secara eksklusif
bersentuhan dengan epitel. Baik human defensin a- dan - ditemukan pada ASI
yang mengindikasikan peran defensin dalam melindungi neonatus dari infeksi
(Klotman et al., 2016).

Tabel 2.1 Distribusi dan sumber beta defensin

Defensin Distribusi jaringan Sumber Sintesa dan regulasi

hBD 1 Mukosa oral dan nasal,  Sel epitelial Konstitutif ' atau dapat
paru paru, plasma, Monosit diinduksi sebagai respons
kelenjar ludah, usus kecil Makrofag terhadap interferon-y,
dan besar, lambung, Monocyte-derived lipopolisakarida dan
kulit, mata, kelenjar susu, dendritic cell peptidoglikan.
ginjal, traktus urogenital.  Keratinosit

hBD 2 dan Mukosa oral dan nasal, Sel epitelial Dapat diinduksi

hBD 3 Paru paru, plasma, Monosit sebagai respon
kelenjar ludah, usus kecil Makrofag terhadap virus,
dan besar, lambung, Monocyte-derived bakteria, lipopolisakarida,
kulit, mata, kelenjar susu,  dendritic cell peptidoglikan, lipoprotein,
ginjal, traktus urogenital. = Keratinosit sitokin  (IL-1B, TNF) = dan

growth factor.
hBD 4 Antrum gaster,testes. Sel epitelial Dapat ~ diinduksi - sebagai

respron  terhadap  PMA
(phorbol 12-myristate 13
acetate) dan bakteria.

Sumber: Klotman et al., 2016.

2.2.2 Fungsi Human Defensin

Peptida antimikroba (AMP) termasuk salah satunya yakni defensin
dianggap sebagai agen terbaik untuk mengatasi infeksi baik membunuh bakteri
secara langsung maupun dalam modulasi respon imun. Semua organisme
multiselular memproduksi AMP. untuk proteksi permukaan maupun jaringan dari

invasi bakteri (Ulm et al., 2012).
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Gambar 2.5 Peptida antimikroba (AMPSs).
Keterangan: AMPs dianggap sebagai kandidat ideal untuk anti infeksi karena
_menggabungkan aktivitas membunuh bakteri secara langsung dan modulasi respons
gnuur;.ber: Ulm et al., 2012.

Defensin memiliki motif struktural yang sama, sistein menstabilisasikan
aff struktur yang tersusun dari a heliks yang dihubungkan pada lembar (3
antiparalel dengan tiga atau empat ikatan disulfida dan memberikan aktivitas
sebagai antivirus, antijamur atau antibakteri. Baru-baru ini, telah ditunjukkan
bahwa defensin berperan sebagai antibakteri dan antijamur terkait dengan
afinitas terhadap prekursor dinding sel bakteri lipid 1. Mereka membentuk
equimolar stoichiometric complex dengan lipid Il, sehingga menghambat
penggabungan blok dinding dinding sel ke dalam jaringan peptidoglikan.
Defensin dengan afinitas tinggi terhadap lipid 1l berfungsi terutama melawan
bakteri gram positif, sedangkan defensin dengan afinitas lipid Il rendah berperan
mempertahankan kemampuan untuk berinteraksi dengan target tambahan dan
oleh karena itu memiliki spektrum antimikroba yang lebih luas, termasuk bakteri
gram negatif atau jamur. Human R-defensin mengaktifkan sel antigen profesional
(monosit, sel dendritik) melalui TLRs 1 dan 2 dimana akan merangsang respons

imun adaptif. Berbagai defensin merekrut sel kekebalan tubuh dengan mengikat

langsung reseptor _kemokin (CCRs). Human B-defensin menunjukkan fungsi
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chemoattractant untuk sel dendritik yang belum matang, monosit / makrofag, dan

sel mast (Ulm et al., 2012).

DEFENSIN FUNCTIONS
(1) Defend from pathogens
(2) Shape microbiota

(3) Protect stem cells
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Gambar 2.6 Fungsi defensin dalam saluran cerna

Keterangan: sekresi defensin dari sel paneth (PCs). Usus kecil memiliki jari-seperti vili
yang berisi sekelompok PCs kaya defensin di bagian bawahnya. Granul dari PCs
memiliki konsentrasi prodefensins tinggi bersama dengan PC tripsin. Setelah PCs
degranulasi, disebabkan oleh masuknya bakteri ke dalam lumen saluran cerna, tripsin
mengaktifkan defensin membentuk perlindungan dari sel-sel induk epitel saluran cerna.
Sumber: Ulm et al., 2012.

2.3 Nutrisi Neonatus Prematur
2.3.1 Air Susu lbu
2.3.1.1 Definisi

Air susu ibu adalah satu—satunya makanan neonatus yang paling baik,
karena mengandung zat gizi yang paling sesuai dengan kebutuhannya dimana
sedang dalam tahap percepatan tumbuh kembang. Air susu ibu adalah suatu
emulsi lemak dalam larutan protein, laktosa dan garam-garam organik yang
disekresi oleh kedua belah kelenjar dari payudara yang berguna sebagai
makanan neonatus. Air susu ibu mengandung berbagai zat gizi yang dibutuhkan
dalam proses pertumbuhan dan perkembangan neonatus. Komposisi ASI yang
unik dan spesifik tidak dapat diimbangi oleh susu formula. Pemberian ASI tidak

hanya bermanfaat bagi neonatus tetapi juga bagi ibu yang menyusui. Dengan
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diberikan ASI berarti neonatus sudah mendapatkan imunoglobulin (zat kekebalan
atau daya tahan tubuh) dari ibunya melalui plasenta, tetapi kadar zat tersebut
dengan cepat akan menurun segera setelah kelahirannya. Neonatus baru lahir
akan memproduksi sendiri imunoglobulin secara cukup saat mencapai usia
sekitar 4 bulan. Pada saat kadar imunoglobulin bawaan dari ibu menurun dan
yang dibentuk sendiri oleh tubuh neonatus belum mencukupi, terjadilah suatu
periode kesenjangan mmunoglobulin. Selain itu, air susu ibu merangsang
terbentuknya antibodi pada neonatus lebih cepat. Oleh karena itu, ASI tidak saja
bersifat imunisasi pasif, tetapi juga aktif. Pada beberapa hasil penelitian
menunjukkan bahwa ASI dapat menurunkan insiden infeksi pada neonatus,
termasuk kejadian enterokolitis nekrotikan (Khader et al., 2013).

Dalam buku penuntun diet anak, dijabarkan bahwa air susu ibu
merupakan makanan terbaik untuk memenuhi kebutuhan gizi neonatus terkait
tumbuh kembang optimal. Pemberian ASI eksklusif dimulai kurang dari 1 jam
(inisiasi menyusui dini = IMD) setelah lahir sampai dengan usia 6 bulan. Air susu
ibu mengandung zat yang mudah untuk dicerna, diserap, dan digunakan secara
efisien oleh tubuh neonatus, serta mampu melindungi dari kejadian infeksi
(Utama et al., 2014).
2.3.1.2 Jenis Air Susu lbu

Air susu ibu dapat diberikan melalui meneteki langsung atau diberikan
dengan metode alternatif yakni dengan ASI donor seperti air susu ibu yang
didapat dari bank donor. Di beberapa negara, seperti Brazil, Jerman, Inggris,
terdapat bank ASI donor yang ASI nya telah diskrining dan disteril (Ballard et al.,
2014). Air susu ibu dapat dibagi tiga jenis yaitu kolostrum, ASI transisi, dan ASI
matur. Kolostrum (3-5 hari) merupakan cairan yang pertama dikeluarkan atau
disekresi oleh kelenjar payudara pada 4 hari pertama persalinan, komposisi

kolostrum ASI setelah persalinan mengalami perubahan, warna kuning
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keemasan pada kolostrum disebabkan tingginya komposisi lemak dan protein,
kolostrum 'merupakan pencahar (pembersih saluran cerna neonatus) yang
membersihkan mekonium, sehingga mukosa saluran cerna neonatus yang baru
lahir segera bersih dan menerima ASI. Hal ini menyebabkan defekasi dengan
tinja_ bewarna hitam. Jumlah energi dalam kolostrum hanya 65 kkal per 100 ml
kolostrum dan pada hari pertama neonatus memerlukan sekitar 20—30 ml untuk
setiap. minum. Kandungan protein pada kolostrum lebih tinggi dibandingkan
kandungan protein dalam susu matur (Ballard et al., 2014).

Air susu ibu masa transisi (5—210 hari) merupakan peralihan dari ASI
kolostrum sampai menjadi ASI-matur. ASI transisi diproduksi pada hari keempat
hingga keempat belas. Pada masa ini, kadar protein berkurang sedangkan
karbohidrat dan lemak serta volumenya semakin meningkat. Air susu ibu matur
adalah ASI yang diproduksi sejak hari keempat belas dan seterusnya. Pada saat
menyusui, susu matur awal disebut fore milk, mengandung lebih banyak protein
dan karbohidrat (laktosa), sedangkan susu akhir (hind milk) mengandung lebih
banyak lemak. Air susu ibu matur merupakan nutrisi neonatus yang terus
berubah disesuaikan dengan perkembangan sampai usia 6 bulan. Setelah 6
bulan, ASI tidak lagi dapat memenuhi kebutuhan gizi neonatus, sehingga harus
mulai dikenalkan dengan makanan pendamping (Ballard et al., 2014; Utama et
al., 2014).
2.3.1.3 Komposisi Air Susu lbu

Air susu ibu mengandung air sebanyak 87.5%, oleh karena itu neonatus
yang mendapat cukup ASI tidak perlu mendapat tambahan air walaupun berada
ditempat dengan suhu udara panas. Di dalam ASI terdapat laktosa yang
merupakan karbohidrat utama dalam ASI dan berfungsi sebagai salah satu
sumber energi untuk otak. Kadar laktosa ASI hampir dua kali lipat dibanding

laktosa yang ditemukan pada susu formula. Kadar karbohidrat dalam kolostrum
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tidak terlalu tinggi, tetapi jumlahnya meningkat terutama laktosa pada ASI transisi
(7-14 hari setelah ‘melahirkan). Setelah melewati masa ini maka kadar
karbohidrat ASI relatif stabil (Badriul, 2008).

Selain karbohidrat, ASI juga mengandung protein. Kandungan protein
ASI cukup tinggi dan komposisinya berbeda dengan protein yang terdapat dalam
susu formula. Protein dalam ASI dan susu formula terdiri dari whey dan casein
dimana ASI lebih banyak mengandung protein whey yang lebih mudah diserap
oleh saluran cerna neonatus, sedangkan susu formula lebih banyak
mengandung protein casein yang lebih sulit dicerna oleh saluran cerna neonatus.
Jumlah casein yang terdapat di dalam ASI hanya 30% dibanding susu formula
yang mengandung protein dalam jumlah yang tinggi (80%). Disamping itu, ASI
mempunyai asam amino lengkap yakni taurin. Taurin diperkirakan mempunyai
peran pada perkembangan otak karena asam amino ini ditemukan dalam jumlah
cukup tinggi pada jaringan otak yang sedang berkembang. Air susu ibu juga
mengandung lemak, kadar lemak dalam ASI pada mulanya adalah rendah dan
akan terus meningkat. Lemak ASI berubah kadarnya setiap kali dihisap yang
terjadi secara otomatis. Selain jumlahnya yang mencukupi, lemak dalam ASI
mengandung lemak rantai panjang yang dibutuhkan oleh sel jaringan otak dan
sangat mudah dicerna yakni dalam bentuk Omega 3, Omega 6, DHA (Docoso
Hexsaconic Acid) dan ARA (Arachidonid Acid) yang merupakan komponen
penting untuk meilinasi neonatus. Disamping karbohidrat, lemak, protein, ASI
juga mengandung mineral, vitamin K, vitamin A, vitamin D, vitamin E, dan vitamin
yang larut dalam air. Air susu ibu mengandung berbagai komponen imunoterapi
alamiah yang dapat mencegah terjadinya enterokolitis nekrotikan (Badriul, 2008).
Beberapa komponen dasar dalam ASI yang berperan antara lain growth factors,

asam lemak, dan mikroba (tabel 2.2).
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BRAWIJAYA

Tabel 2.2 Komponen air susu ibu.

Growth Factors Epidermal Growth Factor (EGF), Neuronal
Growth Factors, Insulin-like  Growth Factor
(IGF), Vascular endothelial growth  factor
(VEGF), Erythropoietin (Epo), Growth-regulating
hormones  (calcitonin = dan = somatostatin),
Heparin Binding Epidermal-like Growth Factor
(HB-EGF), human f3-defensin 2

Asam Lemak Asam Lemak Tak Jenuh (PUFA :Omega 3, asam
lemak Omega-6), Branched Chain Fatty Acid
Mikroba (Probiotik) Bifidobacterium sp.

Lactobacillus sp.

Sumber: Khader et al., 2013; Ballard et al., 2014.

Air susu ibu mengandung sejumlah peptida biologis aktif atau growth
factors dalam jumlah bermakna, yang memilki efek biologis terhadap saluran
cerna, pembuluh darah, susunan saraf, dan sistim endokrin. Epidermal-like
growth factor (EGF) adalah salah satu growth factors yang didapatkan pada ASI,
EGF sangat penting untuk pematangan dan penyembuhan mukosa saluran
cerna. Epidermal-like growth factor tahan terhadap pH rendah dan enzim
pencernaan, memungkinkan untuk melewati lambung ke usus, dimana EGF
merangsang enterosit untuk meningkatkan sintesis DNA, pembelahan sel,
absorbsi air dan glukosa, serta sintesis protein. Terdapat beberapa mekanisme
protektif EGF pada saluran cerna neonatus, termasuk inhibisi program kematian
sel dan perbaikan protein tight junction pada saluran cerna dan hati neonatus
yang diinduksi oleh faktor pro inflamasi TNF-a. Heparin-binding growth factor
(HB-EGF) adalah anggota family EGF dan faktor pertumbuhan utama yang
bertanggungjawab pada perbaikan kerusakan akibat hipoksia, ischemia-
reperfusion injury, syok hemoragik/ cedera resusitasi, dan enterokolitis
nekrotikan. Kadar EGF tertinggi pada ASI awal dan menurun selama laktasi
(Frost, 2014)

Susu manusia mengandung sedikit peptida bioaktif, termasuk defensin;
human RB-defensin 2 mempengaruhi sinyal TLR, dimana terdapat 8.5 mg/mL

pada kolostrum dan 1 mg/mL pada susu matur, dan menampilkan aktivitas

26



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

antimikroba luas terhadap bakteri patogen. Hal ini menunjukkan bahwa
kehadiran human R-defensin 2 dalam susu dapat membantu mempertahankan
imunitas saluran cerna neonatus (He et al., 2016).

Imunoglobulin (Ig) A dan Ig G yang disekresi ASI dan telah terbukti
menurunkan kejadian inflamasi. Pemberian IgA dan IgG secara oral terbukti
memberikan efek protektif pada mukosa saluran cerna. Imunoglobulin A
berperan penting dalam imunitas mukosa, sedangkan IgG berperan dalam
sistem imun pada neonatus. Namun, belum ada bukti yang menunjukkan bahwa
kejadian sepsis neonatorum berkurang dengan pemberian imunoglobulin secara
oral (Khader et al., 2013).

Efek biologis ASI pada flora saluran cerna telah banyak diteliti dengan
membandingkan kompaosisi bakteri pada tinja neonatus yang mendapatkan ASI
dan susu formula. Hal ini dimungkinkan karena perbedaan komposisi zat gizi
pada ASI dan sterilitas ASI. Banyak penelitian tentang Bifidobacterium sp. dan
Lactobacillus sp., keduanya berkolonisasi dalam saluran cerna, dan lebih tinggi
proporsinya pada neonatus yang mendapat ASI dibandingkan yang mendapat
susu formula. Efek probiotik yang menguntungkan diduga karena pengaruh
modulasi probiotik terhadap inflamasi saluran cerna dan pengaruhnya terhadap
fungsi pertahanan saluran cerna, produksi musin, dan turunnya kejadian

apoptosis (Khader et al., 2013).

2.3.2  Susu Formula Prematur

Studi lainnya menunjukkan bahwa neonatus prematur dengan berat
badan lahir sangat rendah yang diberi susu formula tumbuh lebih cepat daripada
mereka yang diberi air susu ibu yang diperkaya. Semakin kecil berat badan
neonatus semakin besar kebutuhannya akan protein, adapun tabel kebutuhan

nutri terkait berat badan dapat dilihat pada gambar 2.7.
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Body weight (g) Enteral feeding Parenteral nutrition
Protein (g/kg/d) Energy (kcal/kg/d) Protein (g/kg/d) Energy (kcal/kg/d)
500-700 4.0 105 3.5 89
700900 4.0 118 3.5 92
900—1200 4.0 119 3.5 101
1200—1500 3.9 127 3.4 108
15001800 3.6 128 3.2 109
1800—2200 3.4 131 3.0 111

Gambar 2.7 Kebutuhan protein dan energi pada neonatus prematur
Keterangan. Berat badan lahir neonatus berhubungan dengan jumlah protein yang
dibutuhkan, semakin kecil berat badan lahir maka kebutuhan protein semakin meningkat.
Sumber: Ho & Yen, 2016.

Modifikasi lebih lanjut dalam komposisi formula prematur diadopsi
setelah adanya bukti terkait nutrisi spesifik untuk neonatus prematur dengan
BBLSR maupun BBLASR (berat lahir <1000 gram). Formula tersebut
mengandung energi 68—100 kkal/100 mL, protein 1,7—2,1 gr/100mL, kalsium
133—146 mg/100 mL atau 165—180 mg/100 kkal, dan fosfor 67—81 mg/100 mL
atau 83—100 mg/100 kkal (Simmer & Askie, 2013; Hay & Hendrickson, 2017).

Susu formula yang dapat diberikan pada neonatus prematur adalah: (1)
Formula prematur, mengandung 24 kkal/oz atau 81 kkal/100mL digunakan jika
ASI fortifikasi tidak cukup untuk mencapai berat badan ideal atau indikator
antropometri (berat badan, panjang badan, dan lingkar kepala) di bawah
persentil 25; (2) Standard enriched formula atau post-discharge formula (PDF),
mengandung 22 kkal/loz atau 74 kkal/100mL digunakan saat berat badan
mencapai 1800-2000 gram ketika akan dipulangkan ke rumah dan indikator
antropometri (berat badan, panjang badan, dan lingkar kepala) sudah mencapai
persentil 25 atau lebih; (3) Formula standar, mengandung 20 kkal/oz atau 67
kkal/100mL digunakan mulai usia koreksi neonatus 0 minggu dan indikator
antropometri menurut WHO 2006 berada antara -2 sampai +2 z-score (tidak ada
weight faltering pada grafik BB/U, status gizi baik pada grafik BB/PB, dan
panjang badan sudah mencapai 45 cm); (4) Nutrient dense formula,

mengandung 30 kkal/oz atau 100 kkal/100mL, formula ini mengandung kalori
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paling tinggi dibandingkan jenis nutrisi oral/enteral lain. Formula ini terindikasi
pada penderita yang hanya memiliki kapasitas minum sangat sedikit atau
memiliki toleransi minum yang buruk sehingga membutuhkan volume kecil
namun harus memenuhi kebutuhan kalori untuk kejar tumbuh (Sulistijono et al.,
2016).

Asupan protein neonatus prematur dianjurkan dimulai dari 2,0-2,5
g/kg/hari, ditingkatkan bertahap menjadi 3.5 g/kg/hari. Selanjutnya, neonatus
prematur dengan nutrisi enteral/oral membutuhkan asupan protein 3,5-4,5
g/kg/hari untuk mencapai kejar tumbuh (Gidrewicz & Fenton, 2014). Target
asupan protein ini dapat dicapai dengan ASI yang difortifikasi Human Milk
Fortifier (HMF) atau formula prematur.

Selain campuran minyak nabati, sumber lemak dalam formula prematur
mengandung 10% dan 50% trigliserida rantai medium (MCT). Beberapa peran
MCT yang telah dijabarkan yakni berpotensi lebih baik untuk produksi energi
dibandingkan asam lemak rantai yang lebih panjang, tidak berkontribusi banyak
terhadap penyimpanan lemak serta tidak selalu meningkatkan keseimbangan
energi maupun penambahan berat badan (karena kandungan energi per gram
MCT sekitar 15% lebih rendah dari trigliserida rantai panjang). Enzim lipase,
diproduksi pada lingual serta lambung, merupakan enzim yang berperan dalam
hidrolisis asam lemak rantai karbon sedang dan mengurangi kebutuhan garam
empedu untuk penyerapan lemak. Hal ini sangat membantu metabolisme lemak
pada prematur, dimana neonatus prematur memiliki kandungan garam empedu
yang lebih rendah dengan metabolisme lemak yang lebih tinggi (Hay &
Hendrickson, 2017).

Kandungan karbohidrat pada formula prematur, merupakan kombinasi
laktosa dan sukrosa, sekitar 8—9 gram/100 mL. Kandungan laktosa yang

digunakan kurang dari 40%—80% dari total karbohidrat, hal ini bertujuan untuk
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mengurangi efek intoleransi laktosa (karena sedikitnya jumlah laktase yang
ditemukan pada saluran cerna neonatus prematur), namun tetap memberikan
stimulus aktivasi ' laktosa intestinal. Beberapa penelitian lainnya belum
menunjukkan adanya intoleransi laktosa pada neonatus prematur dan
peningkatan aktivitas laktase dengan pemberian laktosa. Selanjutnya, neonatus
prematur menoleransi ASI atau ASI| donor dengan cukup baik, yang hanya
mengandung laktosa sebagai karbohidrat. Ketika dihidrolisis, = laktosa
menghasilkan glukosa dan galaktosa, galaktosa sangat penting untuk
memproduksi glikogen di hati. Hidrolisis sukrosa menghasilkan glukosa dan
fruktosa, keduanya mudah diserap di seluruh enterosit menggunakan transporter
glukosa spesifik dan fruktosa yakni Glut 1 dan 5. Baik glukosa maupun fruktosa
tidak menghasilkan glikogen seefektif galaktosa. Formula prematur yang lebih
baru, menggantikan sukrosa dengan polimer glukosa osmolar rendah yang relatif
lebih mudah dicerna. Namun demikian, laktosa tetap penting untuk nutrisi normal
dan pencegahan EKN. Laktosa juga penting untuk pengembangan butirat kolon
yang meningkatkan perkembangan kolon, terutama meningkatkan proliferasi,
diferensiasi kolonosit serta tightening of interepithelial junctions (Hay &
Hendrickson, 2017).

Sumber protein untuk formula prematur adalah susu sapi. Whey saat ini
mendominasi sebagai produk protein utama daripada kasein. Protein whey lebih
mudah dicerna daripada kasein dan penggunaannya secara nyata telah
mengurangi perkembangan laktobezoars pada neonatus yang kelebihan makan
dengan produk kasein tinggi. Kasein lebih mudah menggumpal ketika diasamkan
dalam lambung, menyebabkan pencernaan lebih lambat dan pengosongan
lambung lebih lambat, serta peningkatan konsentrasi asam amino plasma yang
lebih lambat. Rasio komposisi whey 40% dan kasein 40% menghasilkan

pengosongan lambung lebih cepat, pencernaan, dan penyerapan asam amino,
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serta menurunkan asidosis metabolik. Formula preterm dominan whey
menghasilkan konsentrasi asam amino bebas plasma yang sama dengan asam
amino ASI (Hay & Hendrickson, 2017).

Kandungan protein pada susu formula prematur standar, jauh lebih
tinggi dibandingkan susu formula atterm maupun susu tambahan yakni 3,5
gram/kg/hari setiap 150 mL/kg/hari volume makanan enteral, protein dianggap
perlu untuk memenuhi  kebutuhan intrauterin. Penelitian secara konsisten
menunjukkan bahwa asupan protein dengan peningkatan energi dan kandungan
mineral, menghasilkan pertambahan massa otot yang wajar, pertumbuhan tulang
dan panjang tubuh yang sesuai, serta konsentrasi albumin dan  prealbumin
serum yang lebih tinggi pada neonatus prematur dengan BBLSR. Meskipun
kandungan protein pada formula prematur standar lebih tinggi (2,2—2,4
gram/100 kkal) dibandingkan susu formula lainnya, namun pada umumnya tidak
memenuhi persyaratan protein untuk pertumbuhan neonatus prematur dengan
BBLSR, bahkan meskipun ditambah dengan pemberian makanan enteral 150
mL/kg/hari. Generasi terbaru dari formula prematur mengandung protein tinggi
2,7—2,9 gram/100 mL atau 3,3—3,6 gram/100 kkal dan menyediakan protein
hingga 4,5 gram/kg/hari. Susu ini diindikasikan untuk neonatus prematur dengan
BBLASR dan BBLSR yang tidak tumbuh dengan baik, mengalami defisit
kumulatif asupan protein, maupun memiliki pertumbuhan panjang dan/atau
lingkar kepala yang tidak memadai, serta dengan pembatasan cairan atau
volume (Hay & Hendrickson, 2017). Adapun komposisi nutrisi dari formula
prematur yang tersedia saat ini ditunjukkan pada tabel 2.3.

Tabel 2.3. Perbandingan komposisi nutrisi pada air susu ibu dan susu
formula neonatus prematur dan atterm

Air susu ibu Susu formula
Atterm Preterm Atterm Preterm
Kalori
(kkal/100mL) 60—67 60—71 68 80
Protein 1,3—1,8 1,5—2,2 1,5 1,7—2,1
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(gram/100mL)

Kalsium

(mg/100 ml) 26—28 25—26 50 75
Fosfor

(mg/100 mi) 12—17 11—15 30 42

Sumber: Bhatia, 2013; Simmer & Askie, 2013; Sulistijono et al., 2016.

24 Anatomi dan Fisiologi Saluran Cerna Neonatus

Saluran cerna mengalami pertumbuhan luar biasa selama kehidupan
janin, memanjang 1000 kali lipat dari usia 5 hingga 40 minggu. Panjangnya
berlipat ganda dalam 15 minggu terakhir kehamilan, mencapai panjang rata-rata
saat lahir 275 cm. Pada usus kecil, proyeksi seperti jari, vili, sudah terbentuk
pada usia kehamilan 16 minggu. Pada usus besar, vili terbentuk sekitar 29
minggu kehamilan. Di dalam perkembangan saluran cerna intrauterin, mikrovilli
menutupi seluruh permukaan apikal usus halus. Dalam usus halus, terdapat
berbagai tipe sel (tabel 2.4), antara lain epitel absorbsi, sel Paneth (terlibat dalam
sekresi defensin dan peptida yang berperan dalam imunitas alami), sel goblet
(terlibat dalam sekresi mukus yang melapisi saluran cerna), dan tipe sel lainnya
yang berhubungan dengan sistem neuroendokrin saluran cerna dan sistem imun
(Neu & Escobar, 2008; Carlson et al., 2013). Setelah sel-sel epitel saluran cerna
mengalami mitosis pada kripta, mereka bermigrasi ke vili dimana selanjutnya
mengalami diferensiasi dan penyerapan aktif, namun setelah apoptosis sel epitel
dibuang kedalam lumen saluran cerna. Hanya terdapat satu populasi sel yang

bermigrasi lebih dalam pada kripta yakni sel Paneth (Neu & Escobar, 2008).
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Tabel 2.4 Berbagai tipe sel epitel dalam saluran cerna

Tipe Sel Fungsi

Enterosit Sel epitel kolumnar, berperanan dalam absorbsi elektrolit, zat gizi dan
enzim yang terlibat dalam proses metabolisme karbohidrat, protein,
lemak serta mampu memproduksi faktor inflamasi.

Sel Goblet Sel yang mensekresi mukus yang berfungsi melindungi mukosa
saluran cerna dan berperan sebagai media organisme probiotik

Sel Paneth Sel yang berfungsi pertahanan terhadap pathogen, mensekresi
peptida antimikroba yang dapat membunuh bakteri

SelM Terdapat dalam Peyer’s patch, berperan dalam perkembangan
imunitas

Sel enteroendokrin (D- Mensekresi hormon dan peptida saluran cerna, sebagai respon

,K-,I-,L-,M-,S-) terhadap perubahan isi saluran cerna

Sumber: Carlson et al., 2013.
2.4.1 Fisiologi Saluran Cerna Neonatus

Beberapa proses fisiologi berkembang selama masa janin, salah satu
yang penting adalah menelan cairan ketuban. Pada trisemester ketiga, janin
menelan cairan ketuban sekitar 450 ml/hari. Cairan ketuban mengandung zat gizi
dan faktor pertumbuhan, namun saat terjadi kelahiran prematur, cairan ini
berhenti diproduksi secara mendadak. Tekanan esofagus paling rendah kurang
lebih 4 cmH20 pada neonatus prematur dan 25 cmH20 pada neonatus cukup
bulan. Hal ini berkaitan dengan tingginya insiden refluks gastroesofageal pada
neonatus prematur (Neu & Walker, 2011).

Fungsi mekanikal saluran cerna berhubungan dengan kematangan
saluran cerna, salah satunya yakni matilitas usus halus. Motilitas usus halus
belum berkembang pada usia kehamilan dibawah 28 minggu. Transit gastro-anal
berkisar 8-96 jam pada neonatus prematur dibandingkan dengan 4 hingga 12
jam pada orang dewasa. Berseth et al dalam studi usus kecil menunjukkan pola
motilitas yang tidak teratur antara usia gestasi 27 dan 30 minggu, yang
berkembang menjadi pola yang lebih matang pada usia gestasi 33-34 minggu.
Selain itu, pada neonatus prematur, baik pelepasan motilin siklik maupun
reseptor motilin tidak didapatkan sampai dengan usia gestasi 32 minggu (Neu &

Escobar, 2008).
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Adapun fungsi mekanikal saluran cerna lainnya yakni pengosongan
lambung. Pengosongan lambung terjadi lebih lambat pada neonatus prematur
dibandingkan neonatus cukup bulan dan menyebabkan volume isi lambung yang
lebih besar; hal tersebut terkait erat dengan masalah gastroesofageal refluk (Neu
& Escobar, 2008). Pada dewasa, kecepatan pengosongan lambung dipengaruhi
oleh mekanisme umpan balik dari usus halus, sedangkan usia kehamilan 25-32
minggu mekanisme tersebut belum diketahui dengan jelas. Adanya stimulasi
asam, lemak, karbohidrat, triptofan, bahan osmolalitas tinggi terhadap reseptor
duodenum ‘akan menurunkan kecepatan pengosongan lambung. Kecepatan
pengosongan lambung menurun oleh bahan densitas kalori tinggi, namun jumlah
kalori yang dipindahkan dari lambung ke duodenum akan meningkat sesuai
dengan tingkat kejenuhan formula. Perubahan osmolalitas formula isokalori dari
279 sampai 448 mOsm/kg tidak berpengaruh secara bermakna terhadap
kecepatan pengosongan lambung. Kurangnya kontrol terhadap fungsi
pengosongan akan berakibat terjadinya intoleransi minum dan malabsorbsi
(Carlson et al., 2013).

Pada neonatus berat badan lahir sangat rendah, sekresi asam lambung
terbatas. Dalam 24-48 jam setelah kelahiran, pH dalam lambung sekitar 5,5-7
dan relatif resisten terhadap pentagastrin. Kadar pentagastrin basal maupun
akibat stimulasi asam meningkat 2 kali lipat dari minggu pertama sampai minggu
keempat setelah kelahiran. Asam lambung dapat berfungsi sebagai penghalang
mikroorganisme, sehingga yang perlu dipertimbangkan adalah penggunaan obat-
obatan antihistamin-2 blocker yang akan menurunkan sekresi asam lambung
dan dapat memicu lebih banyak bakteri pada bagian distal saluran cerna. Pada
beberapa penelitian'menunjukkan bahwa pemakaian antihistamin-2 blocker pada
pasien sakit kritis akan meningkatkan insiden sepsis nosokomial (Carlson et al.,

2013).
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Lemak merupakan 50% sumber kalori non protein yang didapat dari air
susu ibu dan susu formula. Pencernaan lemak terbagi menjadi beberapa fase
antara lain fase luminal meliputi deesterifikasi dari trigliserida menjadi 3-
monogliserida dan asam lemak bebas serta asam empedu. Asam empedu
sangat penting untuk pencernaan lemak dan absorbsi, hamun pada neonatus
berat badan lahir sangat rendah proses pencernaan ini tidak dapat berlangsung
optimal, dikarenakan rendahnya konsentrasi asam empedu di duodenum.
Neonatus memiliki kemampuan untuk mengubah asam lemak esensial menjadi
asam lemak rantai yang lebih panjang dengan 20 atau lebih rantai karbon. Asam
lemak rantai panjang yang tidak jenuh penting untuk pembentukan eikosanoid
dan komponen struktural susunan saraf pusat. Asam lemak ini terdapat dalam
konsentrasi tinggi pada air susu ibu, namun tidak terkandung dalam nutrisi
parenteral total atau sebagian besar susu formula. Penambahan asam lemak
rantai panjang tidak jenuh ke dalam susu formula dapat memperbaiki
perkembangan saraf. Sebagian besar asam lemak esensial berasal dari
kelompok linoleik (omega 6), hal ini karena lemak yang terdapat dalam susu
formula atau larutan lipid intravena berasal dari minyak sayur, yang banyak
mengandung omega 6 dan bukan fraksi omega 3 (Neu & Walker, 2011; Carlson
et al., 2013).

Enzim absorpsi epitel saluran - cerna, laktase, sukrase, maltase,
isomaltase, dan glukoamilase berada pada tingkat matang pada neonatus
atterm. Pada neonatus prematur, sukrase, maltase, dan isomaltase mendekati
level aktif, tetapi aktivitas laktase (yang meningkat tajam pada usia kehamilan 24
hingga 40 minggu) mungkin rendah tergantung pada usia kehamilan. Namun,
intoleransi laktosa secara Klinis jarang terjadi. Respons adaptif paskakelahiran
terhadap karbohidrat yang dicerna menyebabkan penggunaan karbohidrat yang

kompeten. Selanjutnya, mikrobiota kolon memfermentasi karbohidrat yang tidak
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diserap menjadi gas hidrogen dan asam lemak rantai pendek (SCFAs) yang
mudah diserap. Komposisi makanan telah terbukti mempengaruhi perkembangan
aktivitas laktase. Neonatus prematur yang menerima pemberian makanan enteral
dini -memiliki aktivitas laktase yang lebih besar pada usia 10 dan 28 hari
dibandingkan neonatus yang diberikan makanan sesuai inisiasi  pemberian
makanan. Pada usia 10 hari, aktivitas laktase juga lebih besar pada neonatus
yang diberi ASI dibandingkan susu formula. Disimpulkan bahwa pemberian
makan dini meningkatkan aktivitas laktase pada neonatus prematur dimana
aktivitas laktase adalah penanda kedewasaan saluran cerna dan dapat
mempengaruhi hasil klinis (Neu & Escobar, 2008).

Terkait fungsi pertahanan, traktus gastrointestinal memiliki area
permukaan tubuh terbesar dimana antigen dan mikroba terpapar. Oleh karena itu
saluran cerna harus memiliki mekanisme yang cukup rumit untuk memungkinkan
masuknya nutrisi dan molekul bermanfaat lainnya serta mencegah mikroba yang
berpotensi membahayakan dan agen lain untuk masuk ke dalam. Segera setelah
lahir, pembentukan komunitas bakteri saluran cerna sangat penting untuk
pemeliharaan homeostasis yang normal. Pertahanan saluran cerna dapat secara
luas dibagi menjadi kategori bawaan dan adaptif. Pentingnya sistem bawaan
merupakan garis pertama pertahanan host. Masing-masing komponen sistem
bawaan bertindak bersama untuk menjaga integritas mukosa di saluran cerna
(Neu & Escobar, 2008).

Salah satu barrier mikroorganisme pertama pada saluran cerna yakni
asam lambung. Neonatus prematur tidak mampu mensekresi asam lambung
secara optimal, seperti dijelaskan sebelumnya, pH intragastrik dalam 24 sampai
48 jam pertama kehidupan adalah 5,5—7 (dimana nilai normal pH intragastrik

adalah 2—3). Kondisi tersebut menunjukkan pertahanan mikroorganisme yang
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rendah dan berhubungan dengan peningkatan jumlah bakteri saluran cerna (Neu

& Escobar, 2008).
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Gambar 2.8 Pertahanan imun mukosa pada instestinal neonatus terkait usia
kehamilan.

Keterangan: semua komponen fungsional imun mukosa matang saat usia kehamilan
aterm. Stimulus berupa kolonisasi diperlukan sebelum terbentuknya sistem pertahanan
saluran cerna yang terdiri dari (1) sel M, (2) Peyer’s pathes yang tersusun dari agregasi
limfoid, (3) limfosit saluran cerna, (4) epitelial limfosit.

Sumber: Walker A et al., 2014.

Lapisan epitel absortif dari saluran cerna primitif pada awalnya bertingkat
kemudian menjadi satu lapisan sel kolumnar pada akhir trimester pertama.
Enterosit epitel saluran cerna berasal dari undifferentiated stem cell yang sama
dengan sel induk yang menghasilkan epitel kolumnar, sel goblet, sel Paneth dan
sel M di saluran cerna. Adapun fungsi sel-sel tersebut diluar penyerapan nutrisi
yakni innate barrier function dan mucosal crosstalk (Neu & Escobar, 2008).
Mucosal crosstalk dikenal sebagai komunikasi bakteri dengan epitelium saluran
cerna dengan menempelkan glikoprotein membran mikrovilus atau reseptor
glikolipid. Melalui komunikasi ini, mikroorganisme patologis menggabungkan jalur
transduksi sinyal fisiologis untuk memodifikasi respons efektor dalam struktur dan

atau fungsi enterosit untuk tujuan mereka sendiri. Misalnya, lipopolisakarida
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permukaan sel bakteri (endotoksin, lipopolisakarida (LPS)) berinteraksi dengan
enterosit untuk menstimulasi transkripsi dan translasi sitokin proinflamasi (tumor
necrosis factor (TNF), IL-6, dan IL-8) melalui aktivasi faktor transkripsi, NF-kB
(Nanthakumar et al., 2010). Adapun pertahanan imun mukosa pada instestinal

neonatus terkait usia kehamilan dapat dlihat pada gambar 2.8.

2.5 Sistem Imunitas Mukosa Saluran Cerna

Sistem kekebalan alami merupakan garis pertahanan pertama dalam
melawan berbagai macam mikroorganisme sebelum melibatkan respons imun
adaptif. Toll-like receptors (TLRs) adalah reseptor pertama yang memiliki peran
penting dalam respon imun alami dimana TLRs berperan sebagai inisiator dan
mampu mengenali pathogen associated molecular pattern (PAMPS). Selain itu,
peptida antimikroba berfungsi sebagai penyokong penting pada imunitas alami.
Peptida antimikroba seperti defensin dan cathelcidin ‘merupakan molekul kecil
yang terutama diproduksi oleh leukosit dan sel epitel. Peptida ini memiliki
kemampuan untuk melawan mikroorganisme, termasuk bakteri Gram-positif dan
Gram-negatif, jamur dan virus (Klotman et al., 2016).

Tabel 2.5. Komponen sistem imun alami saluran cerna

Mechanical barier Mucous layer
Intestinal epithelial cell layer
Motilitas intestinal

Peptida antimikrobial Defensin
Cathelcidins
Osteoprotegerin
Lactoferrin
Secretory phospholipase A2
Angiogenins

Protein inflamasi Calprotection
S100A12

Mikroba komensal dan produk mikrobial Intestinal microflora
Short chain fatty acids

Lainnya Asam lambung
Sekretori IgA
Sekresi bilier dan pankreas
Sel imun (neutrofil, monosit, makrofag)

Sumber: Pang et al., 2014
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Sistem imunitas mukosa merupakan sistem imunitas penting dengan sifat
berlawanan dari imunitas sistemik dimana lebih berperan untuk menekan
imunitas, hal ini terjadi oleh karena mukosa berhubungan langsung dengan
lingkungan luar dan berhadapan dengan banyak antigen yang terdiri dari bakteri
komensal, antigen makanan dan virus dalam jumlah yang lebih besar
dibandingkan sistem imunitas sistemik. Antigen-antigen tersebut sedapat
mungkin dicegah agar tidak menempel pada mukosa dengan pengikatan oleh
IgA, barier fisik dan kimiawi, enzim-enzim mukosa, ataupun defensin. Antigen
yang telah menembus mukosa juga akan dieliminasi dan reaksi imun yang terjadi
diatur oleh sel-sel regulator. Hal ini bertujuan untuk mencegah terjadinya respons
imun yang berlebihan dan merugikan oleh karena adanya paparan antigen yang
sangat banyak. Sedangkan sistem imunitas sistemik bersifat memicu respons
imun oleh karena adanya paparan antigen (Grave et al., 2007).

Sistem imunitas mukosa menggunakan beberapa mekanisme untuk
melindungi pejamu dari respons imunitas yang berlebihan terhadap isi lumen
saluran cerna. Mekanisme yang dipakai adalah barier fisik yang kuat, adanya
enzim luminal yang mempengaruhi antigen, adanya sel T regulator spesifik yang
diatur fungsinya oleh  jaringan limfoid saluran cerna, dan adanya produksi
sekretori antibodi IgA yang paling cocok dengan lingkungan saluran cerna.
Semua mekanisme ini_ditujukan untuk menekan respon imunitas. Kelainan
beberapa komponen ini dapat menyebabkan peradangan atau alergi (Grave et

al., 2007).
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Gambar 2.9 Sistem imun mukosa saluran cerna.

Keterangan: barier sel epitel khusus (IEC). Sel epitel usus membentuk barier biokimia
dan fisik yang memisahkan mikroba luminal dan sistem kekebalan mukosa. Intestinal
epithelial stem cells (IESC) niche, yang mengandung sel epitel, stroma dan sel
haematopoietik, mengendalikan pembaharuan lapisan sel epitel secara terus-menerus
oleh sel induk kriptokokus. Maturasi IEC - kecuali sel Paneth - bermigrasi melewati kripta
dan villus, seperti yang ditunjukkan oleh panah putus-putus. Sel goblet sekretori dan sel
Paneth mengeluarkan mukus dan protein antimikroba (AMPSs) untuk mengeliminasi
bakteri dari permukaan epitel. Transcytosis dan lumen melepaskan sekretori IgA (SIgA)
dimana selanjutnya berkontribusi pada fungsi barier mukosa. Sel mikrofold (sel M) dan
sel goblet memediasi transport antigen luminal dan bakteri hidup untuk melewati barier
epitel menuju sel dendritik (DC), dan makrofag lumen saluran cerna melalui dendrit
transepitel.

Sumber: Peterson & Artis, 2014.

Luas permukaan saluran cerna mencapai hampir 400 m? yang terdiri dari
Kripta dan vili. Permukaan ini selalu diperbarui oleh pluripotent intestinal epithelial
stem cell (pluripotent IESCs) (Peterson & Artis, 2014). Saluran cerna ini selalu
terpajan dengan berbagai antigen mikroba dan makanan sehingga dapat
menerangkan mengapa sistem limfoid saluran cerna (gut associated lymphoid
tissue/ GALT) memegang peranan pada hampir 2/3 seluruh sistem imun.
Pertahanan mukosa adalah struktur komplek yang terdiri dari komponen selular
dan non selular. Pertahanan yang paling kuat masuknya antigen ke jaringan
limfoid mukosa adalah adanya enzim yang terdapat mulai dari mulut sampai ke

kolon. Enzim proteolitik di dalam lambung (pepsin, papain) dan usus halus
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(tripsin, kimotripsin, protease pankreatik) berfungsi untuk digesti. Pemecahan
polipeptida menjadi dipeptida dan tripeptida bertujuan agar dapat terjadi proses
digesti dan absorpsi bahan makanan, serta membentuk protein imunogenik yang
bersifat  nonimun ' (peptida dengan panjang asam amino <8-10 bersifat
imunogenik yang buruk). Efek protease berlipat ganda dengan adanya garam
empedu yang memecah karbohidrat dan didapatkan suatu sistem yang poten
untuk meningkatkan paparan antigen (Ag). Kadar pH yang sangat rendah di
dalam lambung dan usus halus berfungsi sebagai respons imun terhadap
antigen oral. Sebagian besar respons imun ini berfungsi melindungi manusia dari
bahan patogen. Perubahan untuk- merespons atau menekan respons imun
berhubungan dengan cara antigen masuk ke dalam tubuh. Patogen invasif (yang
merusak pertahanan) memicu respons agresif, sedangkan untuk  kolonisasi
luminal dibutuhkan yang lebih bersifat respons toleran (Grave et al., 2007).
Komponen utama pertahanan mukosa saluran cerna adalah intestinal
epithelial barrier. Epitelium saluran cerna terbentuk oleh satu lapisan sel yang
memisahkan host (sisi submukosa) dari lumen saluran cerna (sisi luminal)
(gambar 2.10). Lapisan epitel ini mengatur pengangkutan nutrisi, ion dan aliran
cairan dua arah. Permukaan luminal mukosa saluran cerna berada dalam
hubungan eukariotik prokariotik simbiotik dengan flora komensal yang terdiri dari
ekosistem beragam hingga 10™ organisme per gram jaringan usus. Bakteri ini
bermanfaat bagi host dengan memetabolisme vitamin dan mendegradasi asam
empedu saat berkembang dalam lingkungan luminal yang kaya nutrisi, suhu
terkontrol, dan anaerobik. Interaksi host-flora juga penting untuk pengembangan

struktur epitel saluran cerna dan fungsi barrier (Halpern & Denning, 2015).

41



-
o
<

A
—
—
jE—
o

—
L= ]
o
o T
[« B
j=—

Mucus Layer

Paneth Cells

Gambar 2.10 Barrier epitel saluran cerna.
Keterangan: satu lapisan epitel (termasuk enterosit, paneth cells dan stem cells)
memisahkan lumen saluran cerna dari submukosa. Kripta Paneth cells mensekresi
peptida antimikroba yang mengatur populasi-mikroba dan melindungi neighboring stem
cells. IEL adalah sel imun bawaan yang terletak di antara sel epitel. IEL khusus yang
mengandung reseptor sel T (TCR) yd (y® IEL) terbukti mampu mempromosikan fungsi
penghalang epitel dengan mencegah translokasi bakteri untuk menghasilkan faktor
antimikroba, dan melalui interaksi dengan protein tight junction, occludin.
Sumber: Halpern & Denning, 2015.

Epitel diorganisasikan ke dalam kripta (invaginasi) dan villi (evaginasi).
Dasar dari kripta ini adalah sel-sel induk yang berproliferasi dan berdiferensiasi
menjadi enterosit, kemudian bermigrasi ke ujung villus, dan akhirnya keluar dari
lumen melalui anoikis (bentuk fisiologis dari apoptosis). Keseluruhan proses
tersebut. menghasilkan pergantian epitelium setiap 5 hari. Dengan demikian,
salah satu bentuk pertahanan saluran cerna terhadap inflamasi / injury adalah
kemampuan proliferatif dan regenerasi diri yang luar biasa. Monolayer epitel
saluran cerna juga melindungi dan memisahkan diri secara fisik dari stres
eksogen dengan membentuk lapisan pelindung lendir yang tebal di atas mukosa
saluran cerna. Lapisan lendir ini tersusun atas mucin yakni glikoprotein kompleks
yang disekresikan oleh sel goblet (enterosit sekretorik khusus) dimana melapisi

permukaan epitel dari rongga hidung/orofaring sampai ke rectum (Halpern &

Denning, 2015).
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Lapisan lendir tersebut menghambat ikatan mikroba-epitel secara
langsung, menggabungkan bakteri yang melekat, dan 'meningkatkan
penghancuran bakteri dengan mengurangi shear-forces aliran luminal. Literatur
lain ‘menjelaskan bahwa mucin mampu membuat partikel, bakteri dan virus
menjadi terperangkap dalam lapisan mukus dan akan dikeluarkan dengan proses
peristaltik. Pertahanan ini mencegah patogen dan antigen masuk ke bagian
bawah epitel, disebut sebagai proses eksklusi nonimun. Selain itu, mucin
mengandung protein spesifik yang mengikat dan menstabilkan critical trophic and
reparative factors (misalnya faktor pertumbuhan epidermal (EGF) dan faktor
trefoil saluran cerna) di permukaan epitel, berpotensi berkontribusi terhadap
pergantian epitel (Halpern & Denning, 2015). Mucin juga berfungsi sebagai
cadangan IgA, antibodi ini berasal dari epitel dan dikeluarkan ke dalam lumen
(Grave et al., 2007).

Pertahanan kimia disekresi oleh enterosit maupun sel Paneth
memberikan perlindungan tambahan. Sel Paneth adalah enterosit sekretorik
khusus yang terletak di dasar kripta usus halus. Berdekatan dengan sel induk,
sel Paneth mensekresikan lisozim, fosfolipase A2, dan peptida antimikroba
(defensin (a dan R) dan cathelicidin) yang mengontrol populasi- mikroba sejak
usia kehamilan 12 minggu. Jumlah sel Paneth sangat sedikit pada neonatus
prematur namun akan bertambah seiring pertambahan usia sampai dengan
dewasa (Halpern & Denning, 2015; Maheshwari, 2016).

Defensin pada awalnya ditemukan pada neutrofii manusia, defensin
adalah peptida kationik kecil yang memainkan peran kunci dalam pembunuhan
mikroba tanpa bantuan oksigen. Defensin berfungsi apabila menginsersi ke
dalam membran berbagai sel prokariotik, termasuk bakteri gram positif dan gram
negatif, jamur, protozoa, spirochetes, dan virus berkapsul. Ketika berada di

dalam selaput sel mikroba, mereka membentuk pori-pori yang memungkinkan
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lewatnya anion melalui membran, sehingga terjadi depolarisasi dan membunuh
organisme. Sel Paneth mensekresi a-defensin (human defensin, HD5 dan HD6)
sebagai respons terhadap rangsangan mikroba. Sel-sel epitel saluran cerna
terutama mensekresikan R-defensin (hBD1, 2, dan 3) dengan distribusi jaringan
spesifik yang bervariasi (Halpern & Denning, 2015).

Studi in vitro menunjukkan bahwa peptida antimikroba ini dapat
berkontribusi untuk pertahanan host secara tidak langsung (dengan menginduksi
host response) serta langsung (dengan membunuh mikroba). Cathelicidin dan
defensin memiliki sifat proinflamasi dengan mengaktifkan pelepasan kemokin
yang menghasilkan kemotaksis dan diferensiasi sel imun. Defensin yang
dilepaskan ke dalam kripta saluran cerna dapat menstimulasi sekresi klorida dari
enterosit terdekat untuk membersihkan patogen dan racun dari stem cell yang
sensitif (Halpern & Denning, 2015).

Lapisan barier berikutnya adalah integritas epitel. Bersama dengan
hubungan bagian apeks dan basal yang kuat, membran dan ruang antara sel
membatasi masuknya makromolekul besar. Namun demikian, ikatan yang kuat
ini masih dapat dilewati oleh di- dan tripeptida serta ion-ion tertentu. Pada
keadaan inflamasi, ikatan tersebut menjadi kurang kuat sehingga makromolekul
dapat masuk ke dalam lamina propria, contohnya respon terhadap antigen
makanan atau masuknya mikroorganisme. Pada keadaan ini, antigen makanan
akan menjadi antigen asing, dimana pada individu yang memiliki bakat alergi
akan menginduksi proses alergi (Grave et al., 2007).

Integritas epitel diatur lebih lanjut oleh apical junction complex (AJC),
subapical intercellular contacts terdiri dari protein membran dan protein
sitoskeletal, yang berinteraksi membentuk tight junction dan apical junction.
Protein AJC memainkan peran penting dalam proliferasi dan diferensiasi sel

epitel. Lapisan epitel juga mengatur permeabilitas transeluler terhadap ion dan
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molekul kecil lainnya melalui perubahan ekspresi membran dan pori pori saluran
ion selektif. Enterosit mengontrol sekresi Cl- dan air melalui saluran-saluran
tersebut mengakibatkan terjadinya diare sekretorik, mekanisme ini- merupakan
pertahanan lain yang dapat digunakan untuk mengeluarkan patogen yang tidak
diinginkan atau toksin dari lumen saluran cerna. Sel imun bawaan terbukti
berkontribusi pada fungsi barrier saluran cerna. Intraepithelial lymphocytes (IEL)
adalah sel imun bawaan yang terletak di antara sel epitel dan membentuk barrier
saluran cerna. Intraepithelial lymphocytes khusus yang mengandung reseptor sel
T (TCR) yd (yd IEL) telah terbukti dapat meningkatkan fungsi barrier epitel
dengan mencegah translokasi bakteri untuk menghasilkan faktor antimikroba.
Dengan demikian, epitelium matur dibutuhkan untuk mencegah infeksi dan
mempertahankan serta mengembalikan fungsi barrier dalam merespon inflamasi

saluran cerna (Halpern & Denning, 2015).
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Gambar 2.11 Struktur Apical Junctional Complex.
Keterangan: Apical Junctional Complex melindungi host dengan mengatur paracelullar
flow, AJC dibentuk oleh tight junctions dan adherens junctions.
Sumber: Halpern & Denning, 2015.
Selain intraepithelial lymphocytes (IEL), terdapata intestinal epithelial cell

(IEC) yang juga berperan sebagai pertahanan saluran cerna. Sel epitel intestinal
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(IEC) dapat merespons rangsangan mikroba untuk memperkuat fungsi barrier
dan berperan dalam respon kekebalan serta ‘mempertahankan - fungsi
imunoregulasi mendasar yang memengaruhi perkembangan dan homeostasis
kekebalan = mukosa. Saluran cerna secara khusus beradaptasi terhadap
kolonisasi bakteri komensal yang membantu pencernaan dan fungsi sistem
kekebalan mukosa. Kolonisasi mikroba tersebut berisiko menjadi infeksi dan
peradangan jika terjadi gangguan pada sel epitel maupun sel imun (Peterson &
Artis, 2014).

Antigen bakteri yang mampu melewati pertahanan barier akan di-uptake
oleh sel M dan dipresentasikan pada naive sel T lamina propria oleh antigen
presenting cell (APC) yakni makrofag maupun sel dendritik. Selain itu bakteri
akan terdeteksi oleh pattern recognition receptor (PRR) melalui -pathogen
associated molecular pattern (PAMP) dan selanjutnya mengaktivasi toll like
receptor (TLR) yang diekspresikan oleh sel imun bawaan. Kedua mekanisme
tersebut menginduksi produksi sitokin proinflamasi (Maheshwari, 2016). Dalam
keadaan normal, saluran cerna dapat mencegah reaksi imunitas yang berlebihan
dengan memproduksi protein maupun sitokin antiinflamasi. Seperti dijelaskan
sebelumnya, hal ini bertujuan mencegah terjadinya respons imun berlebihan
yang pada akhirnya dapat melukai saluran cerna sendiri (Grave et al., 2007;
Maheshwari, 2016).

Pada penyakit tertentu (contohnya inflammatory bowel disease), aktivasi
beberapa sel rusak sehingga menyebabkan inflamasi menetap. Pada alergi
makanan, alergen yang menembus epitel akan menempel pada sel mast
mukosa. Sel T yang teraktivasi dalam Peyer’s patch setelah paparan dengan
antigen disebut sebagai Th3. Sel ini berfungsi mengeluarkan transforming growth
factor-B, memicu sel B untuk menghasilkan IgA dan berperan pada terjadinya

toleransi oral (aktivasi antigen spesifik non respon terhadap antigen yang masuk
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Gambar 2.12 Faktor-faktor yang terlibat dalam adaptasi sistem imun alami
mukosa saluran cerna pasca kelahiran.

Keterangan: kolonisasi mikroflora dan mukosa saluran cerna berinteraksi dalam dua arah
untuk membentuk toleransi dan mutualisme antara satu sama lain. Bakteri mengaktifkan
jalur imunitas alami pada sel epitel dan imun host yang menginduksi toleransi imun, sel
mukosa menghasilkan faktor (peptida antimikroba AMPs, mucin, imunoglobulin A IgA, dll)
untuk mengendalikan jumlah dan komposisi bakteri. Mikroflora juga dipengaruhi oleh
faktor lingkungan (kebersihan, gaya hidup, dll). Faktor ibu, seperti IgA, mucin,
oligosakarida, atau faktor-faktor lain, dapat memodulasi mikroflora, dan berkontribusi
untuk meningkatkan pertahanan dan maturasi sistem imun (sel kekebalan ibu, dll).
Sumber: Tourneur et al., 2013.

Faktor risiko yang berperan pada infeksi saluran cerna yakni paparan
maternal dan lingkungan, status kekebalan tubuh, berat badan lahir, dan masa
kehamilan termasuk kelahiran prematur dan berat badan lahir sangat rendah
(<1500 gram saat lahir). Integritas barrier saluran cerna diperlukan untuk

mencegah diseminasi mikroorganisme di kompartemen sistemik. Selain itu,
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tingkat permeabilitas saluran cerna memainkan peran kunci dalam patogenesis
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inflamasi seperti ischemia reperfusion atau enterokolitis nekrotikan, maupun
gangguan inflamasi lain yang menyebabkan nekrosis usus pada neonatus
terutama neonatus prematur (Walker & lyengar, 2014).

2.5.1 Sistem Imunitas Mukosa Saluran Cerna pada Neonatus Prematur

Pertahanan saluran cerna belum yang matang pada neonatus prematur
telah terbukti dapat matang setelah lahir. Beberapa faktor menginduksi
pematangan saluran cerna postnatal terkait barrier termasuk diet, faktor
pertumbuhan epidermal, glukokortikoid endogen, dan bakteri komensal. Bakteri
komensal, dikenal untuk menginduksi ekspresi protein tight junction yang dapat
memperkuat barrier. Dengan demikian, neonatus dengan kolonisasi bakteri
abnormal atau tertunda dapat meningkatkan risiko inflamasi terkait barrier yang
belum matang sehingga memungkinkan masuknya mikroba, produk mikroba,
atau racun dari lumen saluran cerna ke sistemik. Setelah lahir, kolonisasi
mikroba dari jalan lahir dan lingkungan terjadi dalam 24 jam. Neonatus yang tidak
mengalami kolonisasi mikroba dari ASI menyebabkan proliferasi mikroorganisme
patogen. Struktur intraseluler yang mengatur permeabilitas saluran cerna; tight
junction (TJ) dan adherens junction (AJ), serta komponen barrier lain yang
berperan dalam integritas saluran cerna terbukti mengalami perubahan pada
keadaan inflamasi (Halpern & Denning, 2015).

Segera setelah pembentukan AJC, barrier epitel mulai mengembangkan
barrier fisik dan kimia dengan memproduksi defensin, lisozim serta lapisan gel
musin. Sel paneth dapat dideteksi saat usia gestasi 12 minggu dan mulai
menghasilkan defensin antimikroba pada 13 minggu serta lisozim pada 20
minggu. Penelitian sebelumya menunjukkan bahwa sel-sel Paneth mengalami
defisiensi dalam jumlah maupun fungsi pada neonatus prematur, usia gestasi 24

minggu (Halpern & Denning, 2015).
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Tabel 2.6 Imaturitas barrier saluran cerna pada neonatus prematur

Komponen barrier

saluran cerna

Waktu maturasi

Efek imaturitas pada neonatus
prematur

Epithelial Apical
Junctional Complex
(AlC)

Sel paneth

Mucin (sel goblet)

Intraepitheliat
lymphocyte (IEL)

Struktur matur pada usia
kehamilan 12 minggu (in
utero)

Fungsi matur pada at term

Terdeteksi pada usia
kehamilan 12 minggu.
Kemampuan sekresi pada
usia kehamilan 13—20
minggu

At term

Subset reseptor sel T (TCR)
y& dikeluarkan awal saat
usia kehamilan 24 minggu

Meningkatkan permeabilitas saluran
cerna

Kemampuan absorbsi yang belum
matang

Kemampuan sekresi yang belum
matang

Penurunan jumlah

Penurunan kemampuan sekresi
(Kurangnya peptida antimikroba yang
diperlukan untuk mengatur kolonisasi
usus)

Immature mucus layer memberikan
kesempatan bakteri untuk kontak
dengan epitel saluran cerna
(kurangnya barrier protektif)
Rekrutmen awal dibutuhkan untuk
meningkatkan fungsi barrier yang
belum matang (penting untuk

mencegah translokasi bakteri,
meningkatkan fungsi TJ, mengatur
inflamasi, dan meningkatkan perbaikan
epitel).

Sumber: Halpern & Denning, 2015.

Reseptor sel T (TCR) yd (yd IEL) telah terbukti direkrut lebih awal pada
saluran cerna prematur (dengan usia kehamilan 24 minggu), hal ini dimaksudkan
untuk meningkatkan fungsi barrier sementara penghalang epitel belum matang.
Ekspresi mucin dapat dideteksi sejak usia kehamilan 6,5 minggu dengan terus
mengalami pematangan sepanjang kehamilan (Halpern & Denning, 2015).
Maheshwari, 2016 menjelaskan bahwa sel goblet mulai memproduksi mucin saat
usia kehamilan 12 minggu yang masih mengandung protective mucin 2 (muc2)
dalam jumlah minimal (Maheshwari, 2016).

Adapun imaturitas barrier saluran cerna pada prematur dan efek yang
ditimbulkan seperti pada tabel 2.6. Bakteri yang dapat melewati imunitas barier
akan mencapai lamina propia dan menginduksi MALT (mucosa associated
lymphoid tissue). Makrofag merupakan sistem imun bawaan yang berperan

fagositik terhadap antigen antigen yang mampu mencapai lamina propia.
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Makrofag pertama kali diproduksi saat usia kehamilan 11—12 minggu dan
meningkat saat usia kehamilan 12—22 minggu. Aktivitas berlebihan dari
makrofag dikontrol oleh TGF-B yang terdapat pada matriks transelular. Pada

saluran cerna neonatus prematur bioaktivitas dari TGF-3 sangat minimal
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berakibat pada aktivitas makrofag yang berlebihan. Respon inflamasi tersebut
diduga merupakan salah satu penyebab terjadinya mucosal injury pada
prematur. Selain makrofag, sel imun bawaan juga diperankan oleh sel dendritik,
sel dendritik terdeteksi pada lamina propia dan Peyer’s patches setelah usia
kehamilan 14 minggu (Maheshwari, 2016).

Peyer’s patches pertama kali muncul saat usia kehamilan 11 minggu dan
berkembang pada mid-late gestation. Pada neonatus atterm, limfoid telah
terproduksi secara struktural sejak lahir, namun masih dikatakan ‘naive’ dan
membutuhkan beberapa minggu untuk berkembang. Neonatus prematur dengan
usia kehamilan kurang dari 32 minggu hanya memiliki setengah Peyer’s patches
dari seharusnya (Maheshwari, 2016). Adapun tabel perkembangan Peyer’s
patches pada fetus dapat dilihat pada tabel 2.7.

Tabel 2.7 Perkembangan Peyer’s patches pada fetus.

Usia kehamilan Perkembangan Peyer’s patches
11 minggu Peyer’s patches anlagen dengan HLA-DR, sel limfoid CD4.
16 minggu SelBdansel T
Sel CD8
Maturasi sel B dengan IgM dan IgD permukaan
16—18 minggu Sel CD5 B-1
IgA permukaan pada sel B
8—20 minggu Peyer’s patches zonation ke area sel B dan sel T
24 minggu Peyer’s patches teriden tifikasi secara makroskopis
Usia 0—4 minggu (postnatal) Formasi germinal center

Sumber: Maheshwari, 2016.
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2.6 Inflamasi Saluran Cerna

Patofisiologi inflamasi saluran cerna belum sepenuhnya diketahui.
Kombinasi berbagai faktor predisposisi antara lain genetik berupa polimorfisme
TLR, pemberian susu formula, pemberian antibiotik, kelahiran prematur sehingga
terjadinya imaturitas saluran cerna berakibat menurunnya produksi mukus dan
immunoglobulin  (Ig) A, ketidakseimbangan tonus mikrovaskular, disertai
kolonisasi mikroba abnormal serta imunoreaktifitas yang tinggi pada mukosa
saluran cerna (Markel et al., 2014; Patel & Denning, 2015) diduga menjadi

penyebab terjadinya inflamasi saluran cerna.

I Formula Feeding

Delivery Method |

Dyshiosis
4  Protecoaciera
4 Fimmicutes

-
#TLR4 Factors and ines
-‘1-35'1"1|:—al:1llt3.I Acetyinydrolasa
#Epithelal damage FEGFHE-EGF
SEpneial nealing FIL-10
dehducys layer +FSiga
Altered AMP function *IGF

¥ TEF3
f
acterial Translocation
Migration
Anflammation/Mecrosis

Gambar 2.13 Hubungan faktor risiko dengan kejadian inflamasi saluran
cerna.

Keterangan: Prematuritas, pemberian susu formula, penggunaan antibiotik, dan metode
persalinan dapat mengakibatkan dysbiosis (ketidak seimbangan bakteri komensal dan
patogen). Dysbiosis, disfungsi barrier, serta perubahan faktor pertumbuhan maupun
sitokin memiliki hubungan timbal balik, dimana semua mekanisme tersebut meningkatkan
translokasi  bakteri, - menurunkan = perpindahan - enterosit, dan  meningkatkan
inflamasi/nekrosis.

Sumber: Tanner et al., 2015.

Ekosistem saluran cerna pada neonatus masih sangat fragile. Pada saat
lahir, neonatus terpapar oleh lingkungan luar untuk pertama kali namun respon

imun harus segera dapat membedakan patogen atau bukan, termasuk
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membedakan antigen makanan dan mikrobiota dengan patogen potensial. Hal
tersebut sulit dilakukan oleh neonatus terutama yang prematur. Pemberian
antibiotik broad spectrum pada prematur juga mengganggu sistem imun dimana
dapat menghambat kolonisasi bakteri di traktus intestinalis. Barrier epitel yang
belum matang lebih sensitif terhadap deteksi bakteri dan lebih rentan terhadap
translokasi bakteri, yang memungkinkan terjadinya respons inflamasi yang tidak
beralasan dan translokasi patogen, dimana keduanya dapat menyebabkan
kerusakan saluran cerna (Tanner et al., 2015).

Sistem kekebalan bawaan merupakan garis pertahanan pertama
melawan infeksi. Sel kekebalan bawaan merespons secara nonspesifik dan tidak
memberi kekebalan jangka panjang pada inang. Komponen utama terdiri dari
barrier anatomis (seperti epitel dan lapisan mukus saluran cerna) serta sel
(termasuk makrofag, neutrofil, sel dendritik, sel pembunuh alami, sel B, sel
limfoid bawaan, sel T). Selain itu, kehadiran mikrobiota komensal dapat berfungsi
sebagai bagian dari sistem kekebalan bawaan dengan mencegah kolonisasi oleh

bakteri patogen (resistensi kolonisasi) (Tanner et al., 2015).
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Gambar 2.14 Patofisiologi inflamasi saluran cerna.

Keterangan: faktor-faktor predisposisi mencakup faktor genetik dan imaturitas saluran
cerna janin, termasuk perubahan mikrobiota, fungsi pertahanan saluran cerna yang tidak
adekuat, dan respons inflamasi yang berlebihan. Faktor-faktor ini berkontribusi pada
nekrosis saluran cerna yang merupakan ciri khas enterokolitis nekrotikan. TLR : toll like
receptor.

Sumber: Neu & Walker, 2011

Beberapa penelitian menggunakan model hewan dan kultur sel fetal
menunjukkan bahwa fetus dan neonatus prematur memiliki respon imun yang
berlebih terhadap stimulus mikrobial luminal, dimana stimulus tersebut
merangsang perubahan barrier pertahanan saluran cerna. Penelitian imunologis
pada mukosa mengindikasikan bahwa setelah kolonisasi mikrobial postnatal,
saluran cerna berusaha mengadaptasi dengan memodifikasi respon imun alami
epitelial. Ekspresi toll like receptor 4 (TLR 4) lebih meningkat pada sel fetal
dibandingkan pada dewasa, selain itu faktor regulator yang juga berpengaruh
pada inflamasi, berkembang lebih lambat. Perbedaan respon inflamasi yang
terjadi pada saluran cerna matur dan prematur merupakan mekanisme dasar

terjadinya respon inflamasi pada saluran cerna. Pengamatan pada enterosit
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neonatus prematur, tidak dipersiapkan untuk stimulasi yang berlebihan akibat
kolonisasi postnatal. Beberapa pengamatan Kklinis  menunjukkan peradangan
berlebihan pada saluran cerna sebagai mekanisme perlukaan saluran cerna.
Sebagai contoh, kadar serum beberapa sitokin dan kemokin yang merekrut sel
inflamasi telah dilaporkan lebih tinggi pada pasien dengan  enterokolitis
nekrotikan dibandingkan neonatus prematur yang tidak terpengaruh enterokolitis
nekrotikan. Di antara peningkatan sitokin ini, interleukin-8, yang diproduksi oleh
sel epitel dan memediasi migrasi neutrofil ke tempat peradangan, dapat
menyebabkan nekrosis dan peningkatan produksi protein fase akut di saluran
cerna. Dengan demikian, peningkatan interleukin-8 dan respons inflamasi
berlebihan yang dihasilkan oleh enterosit janin dibandingkan dengan enterosit
matang sejalan dengan kerentanan neonatus prematur terhadap kejadian
inflamasi saluran cerna (Choi, 2014; Tanner et al., 2015).

Pemisahan lumen saluran cerna dari organisme lainnya dilakukan melalui
penghalang fisik yang dibentuk oleh sel epitel saluran cerna. Semua sel epitel
saluran cerna, termasuk enterosit, sel Paneth, dan sel goblet, berperan penting
dalam menjaga integritas barrier. Barrier dipelihara dengan adanya tight junction
antara sel epitelial. Pada manusia, tight junction terbentuk pada usia kehamilan
10 minggu, terdiri dari claudin, junctional adhesion molecules, dan zonula
occludins. Sel goblet, terdapat pada seluruh usus, terlibat dalam sekresi mucin
glikoprotein yang menghasilkan lapisan mukus. Sel goblet dapat ditemukan pada
usia kehamilan 9 sampai 12 minggu, dan mucin mencapai tingkat dewasa pada
usia kehamilan 27 minggu. Penelitian model hewan menunjukkan bahwa
ekspresi mukus dipengaruhi oleh kolonisasi bakteri, dimana glikosilasi tersebut
mengubah interaksi dengan bakteri patogen (Tanner et al., 2015).

Mukus terbentuk dalam dua lapisan yang berbeda; lapisan luar

merupakan lapisan tebal berfungsi mencegah bakteri saluran cerna mencapai
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lapisan epitel, sedangkan lapisan dalam sangat penting untuk cell signaling jika
terjadi gangguan. Selain mencegah interaksi bakteri dengan epitel, lapisan lendir
juga menyediakan membentuk peptida antimikroba dan sekretori IgA. Jika bakteri
patogen atau komensal menembus lapisan lendir dan mencapai sel epitel,
pattern  recognition . receptors (PRRs) dapat merasakan adanya bakteri dan
melakukan respons yang tepat. Pattern recognition receptor yang paling umum
adalah toll like receptor dan nucleotide-binding oligomerization domains (NOD),
yang diekspresikan oleh sel epitel dan sel imun, terutama makrofag dan sel
dendritik, di seluruh kompartemen saluran cerna. Pattern recognition receptor
mendeteksi struktur bakteri yang umum, seperti lipopolisakarida, flagella, dan
DNA. Dogma saat ini menunjukkan bahwa abnormalitas sinyal TLR4 pada epitel
saluran cerna prematur berhubungan dengan kejadian inflamasi. Namun, pada
deteksi komponen mikroba, PRR protektif dapat memulai jalur pensinyalan yang
mengarah pada produksi peptida antimikroba, IgA, dan epithelial healing factor
(Choi, 2014; Tanner et al., 2015).

Di antara TLRs manusia yang dikenal, tipe 4 memainkan peran penting
dalam terjadinya inflamasi saluran cerna. Toll like receptor 4 dapat diaktifasi oleh
bakteri (yaitu lipopolisakarida) atau komponen imun bawaan lainnya. Aktivasi
TLR4 di epitel saluran cerna telah terbukti menghambat migrasi enterosit dan
menyebabkan apoptosis enterosit pada model tikus, sementara penghambatan
TLR4 telah ditemukan untuk mencegah perkembangan inflamasi saluran cerna
dan mengurangi tingkat apoptosis enterosit. Perkembangan janin menunjukkan
ekspresi TLR4 yang tinggi sampai akhir masa gestasi, karena TLR4 berperan
mengatur proliferasi dan diferensiasi epitel saluran cerna. Ekspresi TLR4 yang
terus meningkat selama kehidupan intrauterin tidak meningkatkan risiko EKN
untuk janin, hal ini diduga karena janin hidup di lingkungan yang steril. Pada

akhir masa gestasi, neonatus menunjukkan ekspresi rendah TLR4, dan sinyalnya
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tetap tidak aktif dengan adanya mikroflora usus normal. Namun, ekspresi TRL4
pada neonatus prematur sangat tinggi terlebih lagi ketika saluran cerna prematur
didominasi oleh mikroflora patologis baik oleh karena penggunaan antibiotik
broad spectrum yang mengurangi kolonisasi bakteri komensal pada saluran
cerna, sehingga sinyal TLR4 dapat menjadi terlalu aktif. Selain itu kondisi
imaturitas menyebabkan penurunan kemampuan tubuh untuk memperbaiki epitel

setelah cedera (gambar 2.15) (Choi, 2014; Tanner et al., 2015).

= Infection " b .
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Gambar 2.15 Peranan TLR4 dalam perlukaan epitel saluran cerna.
Keterangan: Beberapa faktor prenatal seperti infeksi, nutrisi enteral yang tidak tepat,
penggunaan antibiotika, disfungsi mikrosirkulasi, dan hipoksia menginduksi- perlukaan
epitel. Hiperaktivasi TLR4 signaling mempengaruhi proses penyembuhan dan kemudian
menyebabkan translokasi bakteri melewati pertahanan epitel.

Sumber: Choi, 2014.

Sel paneth yang ditemukan di dasar kriptus usus adalah jenis sel
sekretori lain yang memberikan perlindungan pada host. Sel paneth terbentuk
pada usia kehamilan 13 minggu dan menghasilkan AMPs, yang berfungsi untuk
menonaktifkan atau membunuh mikroorganisme yang telah memasuki saluran

cerna. Enterosit, makrofag, dan neutrofil manusia juga dapat menghasilkan

AMPs, termasuk a-defensin, R-defensin, lisozim, dan fosfolipase, dengan
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defensin dan lisozim menjadi yang paling umum di saluran cerna neonatal
(Tanner et al., 2015).

Hipotesis lain adalah adanya kolonisasi mikroba yang tidak sesuai pada
neonatus prematur merupakan faktor risiko terjadinya inflamasi saluran cerna,
dimana enterokolitis nekrotikan terjadi paling cepat 8-10 hari setelah lahir, pada
saat bakteri anaerob berkolonisasi di saluran cerna. Penurunan spesies dan
keragaman mikrobiota dapat menyebabkan resistensi kolonisasi, sehingga
menurunkan fungsi perlindungan tubuh menghadapi patogen yang pada akhirnya
menyebabkan terjadinya inflamasi saluran cerna (Neu & Walker, 2011).

2.6.1 Sekretori Imunoglobulin A pada Inflamasi Saluran Cerna

Manusia mengeluarkan sekitar 3 gram sekretori imunoglobulin A (SIgA)
ke dalam lumen saluran cerna setiap hari, yang mencerminkan peran pentingnya
dalam melindungi permukaan mukosa. Kadar SIgA saluran cerna tikus
meningkat segera setelah kolonisasi dengan bakteri, seperti halnya jumlah sel
plasma yang mensekresi SIgA di lamina propia. Sekitar 25 hingga 75% dari SIgA
dilaporkan berikatan dengan mikrobiota komensal, menunjukkan bahwa
mikrobiota juga membentuk komposisi komunitas mikroba. Kontribusi' penting
SIgA terhadap fungsi barrier terbukti dari penelitian pada tikus yang kekurangan
sel B dan pada tikus yang tidak memiliki reseptor imunoglobulin polimer yang
diperlukan untuk transportasi SIgA ke lumen. Kedua tikus tersebut telah
meningkatkan stimulasi respon bawaan dalam sel epitel saluran cerna di usus
kecil dan besar (Wells et al., 2016).

Antigen bakteri yang mampu melewati pertahanan barier akan di-uptake
oleh sel M dan dipresentasikan pada naive sel T lamina propria oleh antigen
presenting cell (APC) yakni makrofag maupun sel dendritik. Sel T teraktivasi
akan mensekresi IgA untuk menginduksi sitokin seperti- transforming growth

factor (TGF-3) dan IL-4 yang selanjutkan memodulasi class-switching dari sel B
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untuk memproduksi IgA. Sitokin yang disekresi sel T mukosa (IL-4 dan TGF-R)
dan sel epitelial (TGF-R) bekerja sama untuk maturasi IgA yang diproduksi oleh
sel B (Maheshwari, 2016).

Sekretori IgA yang diproduksi oleh sel-sel plasma dalam mukosa lamina
propia (LP) dikenali oleh reseptor Ig polimer (plgR) yang diekspresikan pada
membran basal enterosit. Sekretori IgA berikatan dengan plgR melalui
komponen sekretori mengakibatkan transport melalui vesikel dan dilepaskan ke
lumen, suatu proses yang dikenal sebagai transcytosis. Komponen sekretori
dalam SIgA memberikan sifat hidrofilik ke fragmen Fc dari antibodi IgA, yang
dianggap penting untuk berinteraksi-dengan mukus dan oleh karena itu berperan
sebagai pertahanan pada lapisan lendir (Wells et al., 2016).

Mekanisme utama perlindungan yang dimediasi SIgA adalah eksklusi
imun, merujuk pada ikatan antibodi terhadap mikroorganisme dan toksin,
sehingga mencegah kolonisasi: atau toksisitas dan kerusakan sel epitel. Bukti
kuat untuk mekanisme perlindungan ini berasal dari beberapa model hewan in
vitro, termasuk penelitian yang menggunakan hibridoma yang ditanamkan di
bagian belakang tikus yang mengeluarkan IgA spesifik antigen. Selain itu, SIgA
dapat berikatan dengan patogen intraseluler dalam endosome selama
transcytosis ke lumen. Mekanisme ini terbukti menghambat terjadinya influenza,
virus Sendai, dan rotavirus, serta berkontribusi pada kekebalan yang mampu
menginfeksi sel epitel mukosa. Lebih lanjut, SIgA juga dapat berikatan dengan
kompleks antigen yang terbentuk di LP sebelum transpor yang dimediasi plgR
melalui sel epitel, sehingga mengurangi kemungkinan reaksi inflamasi dan
respons sistemik. Secretory component yang bebas, polipeptida yang terdiri dari
bagian ekstraseluler dari plgR yang tetap melekat pada IgA dimer setelah
transcytosis, juga dilaporkan memiliki fungsi protektif pada permukaan epitel.

Secretory component bebas yang disekresi berfungsi untuk menetralkan

58



Clostridium difficile toksin A dan enteropatogenik E. coli intimin melalui interaksi
dengan residu sialic dan galaktosa yang terdapat pada polipeptida SC (Wells et

al., 2016).
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Gambar 2.16 Representasi skematis dari mekanisme perlindungan IgA,
Keterangan: sekretori IgA (SIgA), atau komponen sekretori (SC) dalam mukosa saluran
cerna; 1: sel plasma dalam lamina propria (LP) menghasilkan IgA polimer, yang diangkut
melintasi sel epitel (proses yang dikenal sebagai transcytosis) ke lumen oleh reseptor Ig
polimer (plgR), dimana dapat berinteraksi dengan antigen bakteri, virus, racun, dll. untuk
mengeluarkannya dari kontak dengan epitel; 2: dalam LP, IgA polimerik (plgA) dapat
berikatan dengan kompleks imun, termasuk yang terdiri dari agen infeksi, dikeluarkan
dengan cara diangkat oleh transcytosis; 3: plgA yang dimediasi oleh plgR melalui sel-sel
epitel dapat mengganggu perakitan virus intraseluler di aparatus Golgi; 4: SC bebas
dalam lumen telah terbukti menetralkan toksin patogen; 5: SIgA memfasilitasi
pengambilan patogen ke dalam IgA-inducing Peyer’s patches dan kompartemen limfoid
yang terisolasi serta presentasi ke sel dendritik pada subepithel dome region.
Pengenalan SIgA oleh sel dendritik menghambat sekresi sitokin IL-12, yang mengarah
pada induksi respon sel T helper 2 (Th2) atau sel T regulatory (Treg).

Sumber: Wells et al., 2016.

Terlepas dari efek langsungnya pada eksklusi imun dan faktor
patogenisitas,  SIgA  dilaporkan  berkontribusi  pada homeostasis dengan
mempromosikan respons anti-inflamasi pada permukaan mukosa. Dalam usus
kecil SIgA memfasilitasi pengambilan patogen ke dalam patch Peyer yang

menginduksi IgA serta kompartemen limfoid yang terisolasi, pengenalan SIgA
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oleh sel dendritik dilaporkan dapat menghambat sekresi sitokin IL-12, yang
mengarah pada induksi sel Th-2 atau respon sel T regulatory. Fungsi SIgA
tersebut secara kolektif memperkuat integritas penghalang saluran cerna,
meredam respons  imun proinflamasi, dan dengan demikian ' berkontribusi
terhadap homeostasis saluran cerna (Wells et al., 2016).

2.6.2 Human Beta Defensin 2 pada Inflamasi Saluran Cerna

Mukosa saluran cerna yang belum matang rentan terhadap respons
berlebihan proinflamasi, yang dapat meningkatkan risiko patologi inflamasi.
Selama kehamilan, T helper 2 berperan mencegah reaksi imunologis yang
merugikan antara ibu dan janinnya. Dengan demikian, saluran cerna neonatal
yang belum matang, dibandingkan yang matang, mengandung lebih sedikit sel T
total. Gen-gen proinflamasi bawaan, seperti NFkB, myeloid differentiation primary
response 88 (MYD88), TLR 2, TLR4, dan TNF receptor accosiated factor
(TRAF), terlalu banyak diekspresikan, dan umpan balik negatif gen regulator
tidak terekspresikan, sehingga mukosa neonatal terlalu sensitif terhadap infeksi
bakteri dan alergi makanan (He at al., 2016).

Toll like receptor adalah reseptor pengenalan pola utama dari sistem
kekebalan bawaan dan mengenali berbagai macam pola molekuler terkait
patogen (PAMPs) yang diproduksi oleh mikroorganisme. Setelah mengenali dan
mengikat PAMP spesifik, masing-masing TLR memulai mekanisme peradangan
melalui NF-kB. Sinyal ini menghasilkan sekresi faktor proinflamasi yang
selanjutnya menginisiasi berkumpulnya sel kekebalan tubuh, neutrofil, dan
makrofag, sehingga pada akhirnya mengarah pada patogen infeksi (gambar
2.17). Pola molekuler terkait patogen (PAMP) pada bakteri komensal memiliki
struktur yang berbeda dengan PAMP patogen; tidak hanya ditolerir oleh TLRs,
namun pengenalan TLR terhadap mikroflora  komensal diperlukan - untuk

homeostasis saluran cerna (He at al., 2016).
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Toll like receptor mampu mengenali damage-associated molecular
patterns (DAMPS) yang merupakan sinyal endogen dari jaringan yang rusak,
DAMP akan berikatan dengan TLR4 dan mengaktifkan p53/MYD88-independent
pathway yang memediasi proliferasi kripta, mempromosikan penyembuhan luka.
Ekspresi TLR dan aktivasi jalur sinyal TLR merupakan target terapeutik potensial

untuk pengobatan penyakit inflamasi (He at al., 2016).
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Gambar 2.17 Toll like receptor (TLR) memainkan peran penting dalam
gangguan inflamasi mukosa saluran cerna.

Keterangan: sinyal TLR memediasi fungsi biologis utama pada epitel mukosa. PAMPs
dari patogen mengikat TLR dan mengaktitkan MYD88-dependt pathway, merangsang
sekresi proinflamasi, dan merekrut sel imun ke tempat infeksi, di mana sel imun akan
menghilangkan debris seluler dan mencegah invasi kembali. Melalui TLRs, bakteri
mengendalikan ekspresi gen sel epitel, dan produk sel epitel membentuk komposisi
mikrobiota. TLRs mengenali DAMPs, yang merupakan molekul sinyal yang dilepaskan
saat terjadi cedera sel dan oleh sel kanker. DAMPs mengaktifkan TLRs dan jalur
pensinyalan p53 / TRIF-dependent notch, yang akan mempromosikan proliferasi sel
epitel.

Sumber: He Y et al., 2016.

Neonatus prematur mengekspresikan konsentrasi TLRs yang lebih tinggi

dibandingkan neonatus aterm, hal ini dikaitkan dengan risiko sepsis neonatus
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atau enterokolitis nekrotikan yang lebih tinggi. Seperti telah dijelaskan
sebelumnya, susu manusia mengandung peptida bioaktif, termasuk defensin
yakni human R-defensin 2 yang dapat mempengaruhi sinyal TLR dan
menampilkan aktivitas antimikroba luas terhadap bakteri patogen. Human R3-
defensin 2 dapat berasal dari air susu ibu dan mukosa, dimana pelepasan
human 3-defensin 2 dari mukosa dipicu oleh hyaluronan ASI. Human 3-defensin
2 berperan meningkatkan pertahanan epitel saluran cerna TLR4/CD44 yang
bergantung pada patogen. Misalnya, konsentrasi human [-defensin 2 yang
rendah dikaitkan dengan konsentrasi antigen TLR4/limfosit yang lebih tinggi dan
kejadian enterokolitis nekrotikan yang lebih berat (Lane et al., 2013). Selain itu,
human [3-defensin 2 ASI juga berperan menekan ekspresi TLR7 pada sel induk
payudara dan kolon. Toll like receptor 7, yang diproduksi dalam endosom,
dirangsang oleh RNA untai tunggal dan memediasi sinyal yang menyebabkan
pelepasan interferon (IFN) pada infeksi virus. Ekspresi TLR7 yang tinggi terjadi
pada model tikus serupa dengan enterokolitis nekrotikan (Jenke et al., 2012).
Berbeda dengan human R-defensin lainnya, human [3-defensin 2 terdiri dari
beberapa reseptor terhadap NF-kB yang berperan pada respon transkripsional
terhadap LPS dan sitokin proinflamasi. Nuclear factor kB  diketahui memiliki
fungsi sebagai elemen yang poten berespon terhadap TNF dan dapat
mengintegrasikan informasi dari penghantaran sinyal imun adaptif dan innate
sebagai respon terhadap perlukaan maupun invasi mikroorganisme (Liu et al.,
2009).

Selain terkait dengan TLR 7, mekanisme antimikroba dari B defensin
diprakarsai oleh daya tarik elektrostatik antara peptida antimikroba kationik dan
membran mikrobial elektronegatif. Membran mikroba sebagian besar didasarkan
pada stoikiometri dan arsitektur fosfolipidnya. Misalnya, membran bakteri kaya

akan asam fosfolipid fosfatidilgliserol dan fofatidilserine. Selain itu, LPS dari
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bakteri gram negatif dan asam teichoic atau teichuronic dari bakteri gram positif,
memberikan muatan negatif tambahan pada permukaan bakteri (gambar 2.18).
Sebaliknya, membran bilayer mamalia inang less attracting untuk peptida
antimikroba karena kaya akan fosfatidilethanolamine, fosfatidilcoline dan
sphingomielin serta pada umumnya bersifat netral. Afinitas elektrostatik ini
memungkinkan peptida antimikroba untuk secara cepat melokalisasi dan
menumpuk di tempat-tempat infeksi, karena afinitasnya terutama pada target
permukaan mikroorganisme daripada jaringan inang. Dengan demikian, dalam
rentang tertentu, peningkatan kationisitas peptida dikaitkan dengan peningkatan
potensi antimikroba meskipun interaksi peptida yang terlalu kuat dengan
fosfolipid dapat menurunkan aktivitas antimikroba dengan mencegah translokasi
peptida ke dalam sel (Cobo & Chadee, 2013).

Setelah daya tarik elektro, permukaan hidrofobik dari amphipathic
antimicrobial peptides dimasukkan ke dalam lapisan lipid dan mengisisi rantai
arginin berikatan dengan lipid polar untuk membentuk saluran trans-membran.
Masuknya peptida kationik ke dalam inti membran sasaran memprovokasi
dysmetry yang berlebihan dan remodeling fosfolipid pada membran mikroba.
Setelah translokasi fosfolipid atau relaksasi pori-pori, 8 defensin diangkut dari
eksoplasma ke dalam membran sitoplasma. Setelah itu, interaksi antara f3
defensin dan permukaan mikroba menyebabkan kebocoran ion dan metabolit,
kemudian terjadi depolarisasi, gangguan integritas sintesis peptidoglikan dan
akhirnya terjadi kematian sel. Kematian mikroba dapat didahului oleh perubahan
permeabilitas membran karena akumulasi peptida pada permukaan target yang
menginduksi  perpindahan fosfolipid dan/atau pengurangan sifat barier.
Menariknya, peptida antimikroba juga dapat merusak mikroba dengan
mekanisme non-membranolitik, termasuk mengikat asam nukleat muatan negatif

kuat dan penghambatan langsung sintesis asam nukleat. Dengan demikian, tidak
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jelas apakah permeabilisasi membran saja cukup untuk menyebabkan kematian
sel atau jika disebabkan oleh gangguan proses intraselular (Liu et al., 2009;
Cobo & Chadee, 2013).

FIICROBE PNG, teichoic or
LPS in gram-negative teichuronic acids in

bacteria gram-positive
) bacteria

Phosphatidilglycerol and
phophatidilserine in bacterial
(1) g membrane

hBD- 2, hBD- 3 Microbial components

Pro-inflammatory molecules 2 (LPS, flagellin)
(IL-1B, IL-1a, TNF-a) % .
' ' é TLRs-2, 4, 6

1
( ~~ NF-kB/AP-1/MAPK &

>
COLONIC EPITHELIAL CELL

Gambar 2.18 Gambaran skematik mekanisme B defensin menginduksi
mikrobial killing.

Keterangan: sitokin pro-inflamasi (misalnya, IL-1(3, IL-1a, dan TNF-a) dan komponen
mikroba (misalnya, lipopolisakarida (LPS) dan peptidoglikan (PGN)) mampu menginduksi
ekspresi B defensin 2 pada sel epitel kolon melalui reseptor spesifik (misalnya IL-1R,
TNF-R dan TLR) dan jalur pensinyalan (NF-kB/AP-1/MAPK). Dilepaskannya kationik 3
defensin 2 (+) mengikat membran mikrobial bermuatan negatif (-). Muatan negatif
membran mikroba disebabkan oleh adanya fosfatidilgliserol dan phophatidilserin. Selain
itu, bakteri gram negatif mengandung LPS dan bakteri gram positif PNG, asam teichoic
atau teichuronic yang memberikan lebih banyak lagi muatan negatif pada membran
bakteri. Interaksi antara membran B defensin 2 dan mikroba dapat menyebabkan
kematian mikroba dengan permeabilitas 'membran karena pembentukan pori (1),
dan/atau dengan mengubah sinyal intraselular dan menghambat sintesis asam nukleat
(2). Daftar patogen yang rentan terhadap B-defensin-killing mencakup berbagai macam
bakteri dan protozoa (misalnya Escherichia coli, = Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Candida albicans, Bifidobacterium
spp, Lactobacillus spp, Cryptosporidium parvum, dan Toxoplasma gondii).

Dikutip: Cobo & Chadee, 2013.

Aktivitas antimikroba dari B defensin mempengaruhi beberapa infeksi
pada saluran cerna. Human B defensin 2 terbukti sangat efektif dalam
membunuh bakteri enterik gram negatif E. coli dan Pseudomonas aeruginosa
serta Candida albicans, namun hanya bersifat bakteriostatik terhadap gram
positif ~ Staphylococcus aureus. Seperti dijelaskan sebelumnya, perlu

dipertimbangkan bahwa kemampuan antimikroba B8 defensin in vivo bergantung
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pada konsentrasi ionik dan adanya komponen bawaan lain di niche dimana
terjadi interaksi antara peptida patogen dan antimikroba (misalnya di dasar
kriptus). Konsentrasi sodium klorida yang tinggi mengganggu efek antimikroba
dari hBD-2 terhadap E. coli. Hal ini disebabkan oleh karena adanya competitive
inhibition dimana terjadi peningkatan kekuatan ionik anion dan kation zat terlarut
melawan muatan polipeptida kationik dan permukaan mikrobial anionik sehingga
mengurangi daya tarik mikroba (Cobo & Chadee, 2013).

Di sisi lain, kehadiran lisozim dan laktoferin meningkatkan kemampuan
antimikrobial hBD-2 terhadap E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis dan
S. aureus. Secara keseluruhan, hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antimikroba
dari 8 defensin 2 penting dalam melindungi epitel saluran cerna dari patogen
jahat dan dalam mengatur mikrobiota komensal (Cobo & Chadee, 2013). Selain
itu, kemampuan human R-defensin 2 untuk menghambat TLR juga mengarahkan
pada hipotesis bahwa human R-defensin 2 dalam susu manusia dapat
menurunkan risiko peradangan saluran cerna pada neonatus termasuk kejadian
enterokolitis nekrotikan (Liu et al., 2009).

Selain berperan untuk mengeliminasi paparan mikroba dan mengurangi
reaksi inflamasi berlebihan, dalam penelitian Otte et al., 2008 menunjukkan
peran hBD 2 dalam intestinal wound healing, Human R-defensin 2 tidak
mengubah viabilitas sel epitel intestinal maupun proliferasi sel, tetapi
memengaruhi migrasi enterosit yang merupakan salah satu hal penting dalam
penyembuhan luka saluran cerna. Paparan IEC pada hBD 2 menghasilkan
reorganisasi stress fibres yang merupakan hal penting dalam proses migrasi sel.
Selama terjadinya inflamasi, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
mengaktifkan caspase cascade pada lumen saluran cerna yang mengakibatkan
lesi epitel. Penelitian ini membuktikan bahwa hBD-2 secara signifikan mampu

menurunkan TRAIL yang menginduksi apoptosis pada IEC, sehingga dapat
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mengurangi apoptosis enterosit. Lebih dalam lagi dijabarkan hBD-2 mampu
memproduksi mucin yang berperan dalam pertahanan epitel saluran cerna serta

mampu memperbaiki sel akibat apoptosis yang telah terjadi (Otte et al., 2008).

2.7 Biomarker Tinja

Biomarker merupakan substansi endogen maupun eksogen yang terukur
dalam- darah, urin maupun tinja. Biomarker digunakan untuk membedakan
kondisi patologis dan sebagai salah satu sarana monitoring pengobatan untuk
menilai keberhasilan terapi. Identifikasi berbagai biomarker tinja memberikan
informasi mengenai lingkungan saluran cerna. Sebagian besar penanda ini
terkait dengan sistem kekebalan tubuh bawaan saluran cerna yang berperan
dalam menjaga keseimbangan baik antara toleransi terhadap bakteri komensal
dan respon imun terhadap patogen potensial. Sistem pertahanan ini merupakan
sistem yang kompleks, terdiri dari beberapa elemen, termasuk peptida
antimikroba (misalnya: defensin, katelidin, laktoferin, dan osteoprotegerin),
protein inflamasi (misalnya: kalprotectin dan S100A12), dan produk mikroba
(misalnya: asam lemak rantai pendek). Disfungsi komponen dapat menyebabkan
perkembangan penyakit saluran cerna dan penyakit yang berbeda dikaitkan
dengan peningkatan biomarker tinja yang berbeda. Setiap biomarker tinja
memberikan informasi tentang proses biologis dari penyakit tertentu. Oleh karena
itu, kuantifikasi tinja dari biomarker ini dapat dijadikan sebagai metode non-
invasif untuk menentukan jalur potensial penyakit dan dapat membantu dalam
penilaian serta diagnosis berbagai kondisi pada saluran cerna (Pang et al.,

2014).
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S# Name Source Function Indication Limitations
Biomarkers of inflammatory bowel disease
1 Cathelicidins ~ Secreted by Neutrophils, keratinocytes Antibacterial activity, modulate Marker of Antimicrobial peptides
and epithelial cells of gastrointestinal inflammation by altering cytokine inflammation (IED) so also increased in GI
tract, respiratory tract, urogenital tract response, chemoattraction of and Shigellosis infections
inflammatory cells in diseased tissues
2 Osteoprotegerin Member of the TNF receptor Binds to RANKL and blocks its Marker of Plays a role in bone
superfamily interaction with RANK inflammation (IBD)  metabolism so levels are
increased in bone diseases
3 Beta- Produced by colonocytes Enzyme that breaks down complex Marker of False results in cases of GI
glucuronidase Also produced by anaerobic gut carbohydrates inflammation (IED) ‘bacterial infection
bacteria (particularly E. coli) Deconjugate glucuronide molecuiles
from a variety of toxins, carcinogens,
hormeones, and drugs
4 Neutrophil Member of the lipocalin family, Immunomodulation. Attaches to and Marker of Also increased in
Gelatinase secreted by neutrophils neutralizes bacterial formylpepetides  inflammation (IBD) Gl infections like
Associated enterocolitis
lipocalin

Eosinophil related proteins
5 Eosinophil When lamina propria is damaged,

Marker of Eosinophil activity, Allergic

IgE-mediated food Also increased in GI

Protein X eosinophils migrate into the gut lumen and Parasitic influences allergy inflammation
Released by eosinophil; contribute Intestinal parasitic
to ongoing inflammation and tissue infection
destruction IED
Biomarker of cell turnover
6 Defensins Expressed by neutrophils, epithelial Antimicrobial peptide Markers of colorectal Also raised in
and mucosal lining cell in small and cancer inflammation
large intestine
Biomarkers of gut health
7  Fecal secretory Secreted from mucosal surfaces Gut epithelial barrier; Defense Evaluate Cannot be used in subjects
IgA against the entry of enteric toxins and immunological with immunoglobulin
pathogenic organisms response to intestinal deficiency
Development of immune tolerance of pathogens
normal commensal gut organisms Colorectal cancer
8 SCFAs Products of fermentation by colonic Provides 60%-70% of colonocytes Marker of < 5% of SCFA produced
microbial flora; common ones are energy requirements inflammation (IED) is excreted in stool

propionate, acetate, and butyrate

Lowrer colonic pH

Also levels altered by diet

and rate of transit

SCFAs: Shortchain fatty acids; TNF: Tumor necrosis factor; IBD: Inflammatory bowel disease; GI: Gastrointestinal; RANK: Receptor activator of nuclear

factor kappa B ligand.

Gambar 2.19 Biomarker tinja untuk evaluasi saluran cerna
Keterangan: Biomarker tinja dapat dibagi berdasarkan aplikasi klinis yang diperlukan.
Sumber: Siddiqui et al., 2017

Berdasarkan klinis biomarker tinja dapat dibagi menjadi: (a) biomarker
inflammatory bowel disease, berhubungan dengan inflammation related protein
yang diproduksi selama proses inflamasi pada pencernaan, contoh: kalprotektin
atau antimicrobial peptida; (b) Biomarker kanker kolorektal, berhubungan dengan
undifferentiated tissue and cell yang mengalami peningkatan ekspresi dan rapid
turnover, contoh: M2-pyruvate kinase; (c) biomarker evaluasi malasorbsi,
berhubungan dengan partikel makanan yang tidak dicerna, contoh: fecal fat
globule, enzim (alfal antitripsin, elastase); (c) biomarker penyakit pencernaan
terkait alergi, berhubungan dengan manifestasi alergi maupun parasit pada
saluran cerna; (d) biomarker gut health, untuk menilai integritas protein saluran

cerna dan produk fermentasi mikrobial yang merupakan hasil produksi fermentasi
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partikel makanan oleh bakteria, contoh: secretory immunoglobulin A, short chain
fatty acid (Siddiqui et al., 2017).

Sistem kekebalan tubuh bawaan saluran cerna terdiri dari beberapa
elemen, yang masing-masing berkontribusi pada keseimbangan yang baik antara
toleransi terhadap bakteri komensal dan respon terhadap patogen potensial.
Epitel saluran cerna secara terus-menerus terpapar oleh mikroflora saluran cerna
dalam jumlah besar namun mampu mempertahankan barrier fisik terhadap
rangsangan eksogen dan memungkinkan masuknya nutrisi. Sekretori IgA yang
terdeteksi dalam tinja juga berperan untuk menghambat peradangan dan
memainkan peran protektif, oleh karena itu SIgA tinja dianggap sebagai penanda
kesehatan saluran cerna (Siddiqui et al., 2017).

Permukaan mukosa ditutupi oleh lapisan mukus, yang mengandung
berbagai peptida antimikroba seperti osteoprotegerin (OPG), defensin, dan
katelsidin serta mikrobiota komensal, bersama-sama membentuk garis
pertahanan pertama melawan patogen. Jika barrier mukosa tidak mampu
melawan patogen, sel-sel imun seperti neutrofil dan makrofag berperan sebagai
sumber perlindungan kedua melalui protein inflamasi. Telah banyak hipotesis
bahwa dysbiosis yang dihasilkan akibat disfungsi salah satu komponen sistem
kekebalan tubuh dapat menyebabkan invasi bakteri secara bertahap,
peradangan, dan hilangnya toleransi terhadap bakteri saluran cerna (Siddiqui et
al., 2017).

Beberapa peptida teridentifikasi pada mekonium dan tinja neonatus
selama minggu pertama kehidupan, hal ini diduga berhubungan dengan
keterlibatan peptida tersebut sebagai pertahanan saluran cerna untuk melawan
infeksi (Campeotto et al., 2010). Defensin merupakan pertahanan lini pertama
dalam melawan infeksi dengan mempromosikan interaksi antara imunitas alami

dan adaptif pada neonatus baru lahir. Penelitian sebelumnya menunjukkan
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adanya peningkatan human 3 defensin 2 pada mukosa kolon yang mengalami

inflamasi (Pang et al., 2014).
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Gambar 2.20 Potensi penggunaan berbagai biomarker fekal.

Keterangan: Identifikasi berbagai AMP saluran cerna, protein inflamasi, dan produk
bakteri telah memberikan wawasan potensial mengenai lingkungan usus dengan
menggunakan metode non-invasif seperti kuantifikasi tinja.

Sumber: Pang et al., 2014.

Penelitian yang dilakukan oleh Campeotto et al., 2010 menunjukkan
bahwa human 3-defensin 2 sangat mudah diukur dan selalu terdeteksi pada tinja
neonatus baru lahir dan menunjukkan pertahanan dalam minggu pertama
kehidupan. Setelah usia 2 minggu level human R-defensin 2 terlihat berbeda

pada neonatus preterm dan atterm yang berhubungan dengan kejadian infeksi

pencernaan.
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Keterangan:

Kelahiran prematur menjadi faktor penentu utama morbiditas dan
mortalitas pada neonatus. Meskipun telah banyak dilakukan upaya preventif,
insidens kelahiran prematur di kebanyakan negara relatif tetap. Angka kematian
prematur secara global sebesar 28% dari 4 juta kematian bayi per tahun. World
Health Organization menyebutkan sekitar 10% kelahiran menjadi prematur
(Kunle et al., 2014). Infeksi pada saluran cerna neonatus termasuk enterokolitis
nekrotikan (EKN) merupakan penyebab utama kesakitan dan kematian pada
neonatus, dengan angka kematian mencapai 20-50%. Insiden EKN berbanding
terbalik dengan usia kehamilan saat lahir dan berat lahir. Etiologi dan
patogenesis EKN masih belum sepenuhnya jelas, beberapa faktor risiko
terjadinya EKN pada neonatus antara lain; prematuritas, pemberian susu
formula, infeksi, pemakaian antibiotika, disfungsi mikrovaskuler. Salah satu
strategi pencegahan infeksi saluran cerna pada neonatus, difokuskan pada
strategi pemberian nutrisi dan memahami karakteristik mikroorganisme di saluran
cerna. Pemberian nutrisi enteral dini, pemberian volume awal, penambahan
volume, dan macam nutrisi selama periode neonatal telah diteliti, namun banyak
hasil penelitian masih bertentangan (Olariu et al.,2014).

Pemberian ASI berhubungan dengan penurunan risiko infeksi saluran
cerna pada neonatus prematur. Air susu ibu mengandung banyak faktor
pertumbuhan dan zat bioaktif lainnya yang tidak ditemukan dalam formula
neonatus prematur standar, dan karena itu faktor-faktor ini dapat berkontribusi
terhadap efek perlindungan. Beberapa faktor terbukti mengurangi kejadian
inflamasi saluran cerna, antara lain; sekretori immunoglobulin A, human beta
defensin 2, growth factors (epidermal growth factor, insulin-like growth factor),

polyunsaturated fatty acids (PUFA), dan probiotik (Good et al., 2014).
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Sekretori imunoglobulin A" ‘merupakan salah satu marker integritas
saluran cerna yang dapat dideteksi pada tinja neonatus. Imunoglobulin A
disekresikan oleh selaput lendir dan penting untuk kekebalan mukosa terutama
saluran cerna. Sekretori imunoglobulin A yang terdeteksi dalam tinja merupakan
bagian dari penghalang mukosa dan berperan protektif terhadap infeksi
(Corthesy, 2010). Human R-defensin 2 pada susu manusia dapat mempengaruhi
sinyal TLR dan menampilkan aktivitas antimikroba luas terhadap bakteri patogen.
Human R-defensin 2 berperan meningkatkan pertahanan epitel saluran cerna
TLR4/CD44 yang bergantung pada patogen. Selain itu, human R-defensin 2 ASI
juga berperan menekan ekspresi TLR7 pada sel induk payudara dan kolon,
dimana TLR7 berperan memediasi sinyal yang menyebabkan pelepasan sitokin
proinflamasi. Ekspresi TLR7 yang tinggi terjadi pada model tikus serupa dengan
enterokolitis nekrotikan (Jenke et al., 2012).

Selain terkait dengan TLR 7, mekanisme antimikroba pada human [3-
defensin 2 diprakarsai oleh daya tarik elektrostatik antara peptida antimikroba
kationik dan membran mikrobial elektronegatif (Cobo et al., 2013). Interaksi
antara human R-defensin 2 dan permukaan mikroba menyebabkan kebocoran
ion dan metabolit, kemudian terjadi depolarisasi, gangguan integritas sintesis
peptidoglikan dan akhirnya terjadi kematian sel.

Selain berperan sebagai antimikrobial, hBD 2 terbukti memiliki peran
dalam penyembuhan luka pada epitel saluran cerna. Human R-defensin 2 tidak
mengubah viabilitas sel epitel intestinal (IEC) maupun proliferasi sel, tetapi
memengaruhi migrasi enterosit yang merupakan salah satu hal penting dalam
penyembuhan luka pada saluran cerna. Paparan IEC pada hBD 2 menghasilkan
reorganisasi stress fibres yang merupakan hal penting dalam proses migrasi sel.
Selama terjadinya inflamasi saluran cerna, TRAIL mengaktifkan caspase

cascade pada lumen intestinal yang mengakibatkan lesi epitel. Penelitian ini
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membuktikan bahwa hBD-2 secara signifikan mampu menurunkan TRAIL yang
menginduksi apoptosis pada |IEC, sehingga dapat mengurangi apoptosis
enterosit (Otte et al., 2008).

Konsentrasi = sekretori  imunoglobulin. A dan human (-defensin 2
berhubungan dengan respon imun saluran cerna dimana salah satunya dapat
diamati pada tinja. Konsentrasi sekretori imunoglobulin A tinja yang meningkat
menunjukkan pertahanan mukosa saluran cerna yang baik, sedangkan kadar
human R-defensin 2 tinja yang meningkat, menunjukan adanya inflamasi saluran
cerna pada neonatus meskipun belum didapatkan tanda klinis. Berdasarkan hal
tersebut, dilakukan penelitian tentang kadar sekretori imunoglobulin A sebagai
penanda integritas mukosa usus dan human R-defensin 2 tinja sebagai penanda
inflamasi saluran cerna pada neonatus yang mengonsumsi ASlI, susu formula,

maupun kombinasi.

3.2 Hipotesis

1 Kadar sekretori immunoglobulin A dalam tinja neonatus prematur yang
mendapatkan air susu ibu saja lebih tinggi dibandingkan kelompok yang
mendapatkan kombinasi air susu ibu dan susu formula, serta susu
formula saja.

2 Kadar human R-defensin 2 dalam tinja neonatus prematur yang
mendapatkan air susu ibu saja lebih rendah dibandingkan kelompok yang
mendapatkan kombinasi air susu ibu dan susu formula, serta susu

formula saja.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Desain penelitian

Penelitian ini. merupakan penelitian prospektif analitik menggunakan
rancangan studi cross sectional. Penelitian ini dimaksudkan untuk mengetahui
kadar sekretori immunoglobulin A dan human R-defensin 2 (hBD-2) pada tinja
neonatus prematur sebagai marker inflamasi pada neonatus prematus yang
mendapatkan nutrisi enteral berupa asupan ASI (expressed breast milk/ EBM),

susu formula, maupun kombinasi.

4.2. Tempat dan Waktu Penelitian
1. Penelitian dilakukan di ruang neonatologi Rumah Sakit Umum Daerah dr
Saiful Anwar (RSSA) Malang serta Laboratorium Fisiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
2. Dilaksanakan sekitar 3 bulan yaitu mulai 1 Juni 2019 sampai 31 Agustus

2019 sampai jumlah sampel terpenuhi.

4.3. Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi target penelitian yaitu neonatus prematur (usia gestasi kurang
dari 32 minggu), skor APGAR >5 pada menit kelima, dan tanpa kelainan
kongenital. Populasi terjangkau adalah neonatus yang dirawat di ruang bayi
RSSA pada 1 Juni 2019 sampai 31 Agustus 2019 sampai jumlah sampel
terpenuhi. Sampel yang digunakan dalam penelitian adalah tinja neonatus
prematur. Teknik pengambilan sampel dengan consecutive sampling dan

memenubhi kriteria inklusi dan eksklusi.
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4.3.1 Estimasi Besar Sampel
Ukuran sampel dalam penelitian dihitung berdasarkan rumus besar
sampel sebagai berikut:
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(n-1) (3-1) > 15
(n-1)(2) =15
(n-1)(2) =15
n=38,5
keterangan:
n = besar sampel minimum
t = jumlah kelompok studi
Jadi, banyaknya sampel untuk setiap kelompok studi adalah minimal 9 sampel.
4.3.2 Kriteria Inklusi Sampel Penelitian
1. Neonatus prematur dengan usia kehamilan kurang atau sama
dengan 32 minggu.
2. Neonatus prematur dengan skor APGAR >5 pada menit kelima.
3. Neonatus prematur tanpa kelainan kongenital maupun kelainan
bedah saluran cerna.
4. Riwayat ibu dengan IMT 18—25 kg/m?® sebelum hamil.
5. Riwayat tidak mengalami chorioamnionitis yang ditandai dengan;
leukosit lebih dari 20000/nl; temperatur lebih dari 38°C (Jenke et al.,
2012).
4.3.3 Kriteria Eksklusi Sampel Penelitian
1. Neonatus prematur yang tidak dilahirkan di RS Saiful Anwar Malang
(rujukan).

2. Neonatus prematur dengan KMK maupun BMK.

G
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3. Neonatus prematur dengan kelainan endokrin maupun kelainan
kromosom.
4. Riwayat ibu dengan penyakit autoimun maupun penyakit kronis

lainnya.

4.4  Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas
- Diet ASlI saja,
- Diet ASI dan susu formula (partial breast feed),
- Diet susu formula saja.
4.4.2 Variabel Tergantung
- Kadar human R-defensin 2 pada tinja.

- Kadar sekretori immunoglobulin A pada tinja.

4.5 Kelaikan Etik
Penelitian ini telah disetujui oleh tim kelaikan etik Rumah Sakit Umum

Daerah Dr. Saiful Anwar Malang dengan No: 400/010/K.3/302/2019.

4.6 Definisi Operasional
4.6.1 Neonatus Prematur

Neonatus prematur adalah neonatus dengan usia kehamilan kurang dari
37 minggu, yang diklasifikasikan dalam tiga kelompok; mild preterm (32-36
minggu), very preterm (28-32 minggu) dan extremely preterm (<28 minggu).
Pada penelitian ini menggunakan sampel neonatus prematur dengan usia

gestasi dibawah 32 minggu.
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4.6.2 Air Susu lbu (ASI)

Air 'susu ibu adalah neonatus menerima air susu ibu baik dengan
menyusui langsung maupun diperah. Exclusive breast milk adalah pemberian air
susu ibu saja (baik dengan cara menetek langsung maupun ASI perah) pada
neonatus, tanpa pemberian cairan apapun kecuali sirup, drop, vitamin, mineral,
maupun obat obatan lainnya (Huang et al., 2018).

4.6.3 Susu Formula Neonatus Prematur

Formula ini dikhususkan untuk neonatus prematur, dengan kalori 80
kkal/100 ml, dan protein 2 gram/100 mL. Dalam penelitian ini menggunakan susu
formula preterm S26 dengan nilai kalori 82 kkal/l00 mL dan protein 2,1
gram/100mL, extensive hydrolize formula dengan nilai kalori 70 kkal/100 mL dan
protein 2 gram/100 mL, serta susu formula BBLR dengan nilai kalori 81 kkal/100
mL dan protein 2,5 gram/100 mL.

4.6.4 Kombinasi Air Susu Ibu dan Susu Formula

Kombinasi ASI dan susu formula atau disebut dengan partial breast feed
adalah pemberian air susu ibu, minimal satu kali dalam 24 jam, ditambah dengan
pemberian susu formula selain susu manusia (Huang et al., 2018).

4.6.5 Sekretori immunoglobulin A

Sekretori immunoglobulin A adalah immunoglobulin A dalam bentuk dimer
dan dapat dideteksi pada tinja neonatus prematur yang dihitung dengan teknik
pemeriksaan enzyme-linked immunosorbentassay (ELISA) menggunakan human
secretory immunoglobulin A ELISA Kit. Satuan kadar sekretori immunoglobulin A
yang diperoleh adalah pg/ml dengan skala data numerik.

4.6.6 Human Beta Defensin 2
Human R-defensin 2 pada tinja neonatus prematur dihitung dengan teknik

pemeriksaan enzyme-linked immunosorbentassay (ELISA) menggunakan human
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3-defensin 2 ELISA Kit. Satuan kadar human 3-defensin 2 yang diperoleh adalah

ng/ml dengan skala data numerik.

4.7  Alat dan Bahan
4.7.1 Alat
Alat - pengambilan sampel: sarung tangan, spatula, botol tempat

penampung tinja. Alat penunjang ELISA: microplate reader 450+10 nm
wavelength filter, mikropipet, eppendorf, absobent paper, 37°C+0.5°C incubator,
refrigerator, vortex, shaker, timer, sentrifuge, analytic balance.
4.7.2 Bahan

Tinja neonatus prematus usia 14 hari. Human secretory immunoglobulin A
ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory Cat.No. E01966Hu: standard solution
(8 pg/mL), standard diluent, streptavidin-HRP, stop solution, substrate solution A,
substrate solution B, wash buffer concentrate (25x), biotinylated human SIgA
antibody.

Human Beta Defensin 2 ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory
Cat.No. EO01936Hu: standard solution (12.8 pg/mL), standard diluent,
streptavidin-HRP, stop solution, substrate solution A, substrate solution B, wash

buffer concentrate (25x), biotinylated human DEFB2 antibody.

4.8 Metode
4.8.1 Pengambilan Sampel Tinja

Sampel diambil dari tinja yang memenuhi persyaratan pengambilan pada
neonatus prematur usia 14 hari, antara lain tabung tempat sampel tinja bersih
serta pengiriman dalam waktu kurang dari 30 menit dan dikirimkan dengan

menggunakan wadah khusus yang bersih dan dapat menjaga suhu stabil.
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4.8.2 Prinsip Pemeriksaan sekretori immunoglobulin A Tinja dengan
ELISA

Kadar SIgA tinja dapat diukur dengan metode enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) menggunakan Human secretory immunoglobulin
A ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory Cat.No. E01966Hu. Kadar SIgA
tinja dapat diukur jika sampel telah dilakukan homogenisasi dan diekstrak
dengan wash buffer. Sediaan wash buffer concentrate (25x) diambil 20 mL
diecerkan dengan deionized atau distilled water sampai dengan 500 mL.
Sejumlah 10 mL washbuffer ditambahkan untuk setiap 100 mg sampel tinja
(1:100) kemudian dikocok menggunakan vorteks selama 5 menit, 1 mL dari
campuran larutan tersebut dimasukkan dalam eppendorf dan disentrifus selama
20 menit (2000-3000 RPM) sehingga diperoleh supernatan. Hasil ekstraksi dapat
bertahan selama 1 bulan bila disimpan pada suhu -20°C. Sebelum dianalisis,
dilakukan pengenceran supernatan 1:10 (100 pL + 900 pL wash buffer). Adapun
yang digunakan untuk setiap well adalah 100 pL dari supernatan yang telah
diencerkan. Selanjutnya menyiapkan - laturan standar yang akan dikalkulasi
dengan optical density dari intensitas warna masing masing sampel untuk
mengetahui konsentrasi SIgA. Pada penelitian ini menggunakan 5 standard
solution yang disiapkan sesuai dengan user intruction.

Prinsip pengujian menggunakan - teknik immunoassay enzim non
kompetitif atau sandwich. Pertama, standar atau sampel berisi antigen
dimasukkan dalam plate mikrotiter. Standard wells berisi 50 pL standard solution
dan 50 pL streptavidin-HRP. Sample wells berisi 40 puL sampel, 10 pL antibodi
anti-SIgA dan 50 pL streptavidin-HRP yag selanjutnya diinkubasi selama 60
menit pada suhu 37°C. Antibodi primer (SIgA) yang ditambahkan bertujuan

berikatan dengan antigen, sedangkan antibodi sekunder (antiglobulin yang telah
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dilabel dengan enzim Horseradish Peroxidase (HRP)) akan berikatan dengan
antibodi primer.

Cuci plate dengan wash buffer sebanyak 5 kali sehingga konjugat
antibodi-enzim yang tidak terikat dapat dibuang. Selanjutnya tambahkan 50 pL
substrate solution A dan 50 pL substrate solution. B pada masing masing well,
larutan substrat akan memberi warna pada masing masing sampel. Tutup
dengan sealer dan inkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C. Langkah terakhir
yakni menambahkan stop solution 50 yL pada masing masing well dan amati
perubahan warna (dari biru dan kuning). Hasil ELISA dibaca setelah 10 menit
pemberian stop solution, intensitas warna yang terbentuk diukur menggunakan
microplate reader set to 450 nm wavelength filter dan akan didapatkan nilai
optical density. Selanjutnya, nilai optical density setiap sampel akan di plot pada
kurva optical density larutan standar SIgA, sehingga kadar SIgA dalam sampel
tinja dapat diketahui.

4.8.3 Prinsip Pemeriksaan Human Beta Defensin 2 Tinja dengan ELISA

Kadar hBD-2 tinja dapat diukur dengan metode enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) menggunakan Human Beta Defensin 2 ELISA Kit
Bioassay Technology Laboratory Cat.No. E01936Hu. Kadar hBD-2 tinja dapat
diukur jika sampel telah dilakukan homogenisasi dan diekstrak dengan wash
buffer. Sediaan wash buffer concentrate (25x) diambil 20 mL diecerkan dengan
deionized atau distilled water sampai dengan 500 mL. Sejumlah 10 mL
washbuffer ditambahkan untuk setiap 10 mg sampel tinja (1:100) kemudian
dikocok menggunakan vorteks selama 5 menit, 1 mL dari campuran larutan
tersebut dimasukkan dalam eppendorf dan disentrifus selama 20 menit (2000-
3000 RPM) sehingga diperoleh supernatan. Hasil ekstraksi dapat bertahan
selama 1 bulan bila disimpan pada suhu -20°C. Sebelum dianalisis, dilakukan

pengenceran supernatan 1:100 (1 pL + 100 pL wash buffer) dilakukan dua kali.
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Adapun yang digunakan untuk setiap well adalah 100 pL dari supernatan yang
telah diencerkan. Selanjutnya menyiapkan laturan standar yang akan dikalkulasi
dengan optical density dari intensitas warna masing masing sampel untuk
mengetahui konsentrasi hBD-2. Pada penelitian ini menggunakan 5 standard
solution yang disiapkan sesuai dengan user intruction.

Prinsip  pengujian menggunakan teknik immunoassay enzim non
kompetitif atau sandwich. Pertama, standar atau sampel berisi antigen
dimasukkan dalam plate mikrotiter. Standard wells berisi 50 uL standard solution
dan 50 pL streptavidin-HRP. Sample wells berisi 40 pL sampel, 10 pL antibodi
anti-DEFB2 dan 50 pL streptavidin-HRP yag selanjutnya diinkubasi selama 60
menit pada suhu 37°C. Antibodi primer (hBD-2) yang ditambahkan bertujuan
berikatan dengan antigen, sedangkan antibodi sekunder (antiglobulin yang telah
dilabel dengan enzim Horseradish Peroxidase (HRP)) akan berikatan dengan
antibodi primer.

Cuci plate dengan wash buffer sebanyak 5 kali sehingga konjugat
antibodi-enzim yang tidak terikat dapat dibuang. Selanjutnya tambahkan 50 pL
substrate solution A dan 50 pL substrate solution B pada masing masing well,
larutan substrat akan memberi warna pada masing masing sampel. Tutup
dengan sealer dan inkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C. Langkah terakhir
yakni menambahkan stop solution 50 pL pada masing masing well dan amati
perubahan warna (dari biru dan kuning). Hasil ELISA dibaca setelah 10 menit
pemberian stop solution, intensitas warna yang terbentuk diukur menggunakan
microplate reader set to 450 nm wavelength filter dan akan didapatkan nilai
optical density. Selanjutnya, nilai optical density setiap sampel akan di plot pada
kurva optical density larutan standard hBD-2, sehingga kadar hBD-2 dalam

sampel tinja dapat diketahui.
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BRAWIJAYA

4.9 Teknik Analisis Statistik

Data dikumpulkan dari analisis kadar human beta defensin 2 pada sampel
tinja  neonatus prematur. Dilakukan uji normalitas Shapiro-Wilk untuk data
sampel. Kriteria keputusan dengan melihat p-value, jika p-value>x =0,05 maka
data terdistribusi normal dan jika p-value<ec = 0,05 maka data tidak terdistribusi
normal. Bila data sampel terdistribusi normal, dilakukan uji ANOVA (Analysis of
Variance) dan bila data sampel tidak terdistribusi normal; dilakukan uji Kruskal
Walls. Uji statistik ini dilakukan untuk mencari perbedaan pada tiap kelompok
sampel penelitian, yang diolah menggunakan perangkat lunak SPSS for

Windows 18 (Dahlan, 2011).

4.10 Alur Penelitian

Neonatus prematur
(usia kehamilan kurang dari 32 minggu)

l v l

Diet Kombinasi ASI dan susu formula Diet susu
ASI saja (partial breast feed) formula saja
(n=13) (n=13) (n=13)

y

Pengambilan tinja neonatus prematur
usia 14 hari

v v

Pengukuran kadar SIgA Pengukuran kadar HBD-2
tinja dengan ELISA tinja dengan ELISA
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS HASIL

5.1 Karakteristik Sampel Penelitian

Penelitian menggunakan desain penelitian deskriptif dengan rancangan
studi cross sectional, didapatkan 39 neonatus prematur yang telah memenuhi
kriteria inklusi pada bulan Juni sampai bulan Agustus 2019 di ruang neonatologi
Rumah Sakit Umum Daerah Dr. Saiful Anwar Malang. Tiga puluh sembilan
neonatus prematur tersebut dibagi dalam tiga kelompok penelitian; kelompok
pertama adalah kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi air susu ibu
saja; kelompok kedua adalah kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi
kombinasi ASI dan susu formula; serta kelompok ketiga adalah kelompok
neonatus prematur yang mengonsumsi susu formula saja. Sampel tinja dari
masing masing kelompok diambil pada usia empat belas hari.

Karakteristik dasar sampel penelitian yang diamati adalah karakteristik
dasar neonatus (jenis kelamin, cara persalinan, usia kehamilan, berat badan
lahir, panjang badan lahir, dan lingkar kepala), serta ibu (preeklampsia,
eklampsia, riwayat ketuban pecah dini, dan kehamilan gemeli). Data karakteristik
dasar sampel penelitian secara rinci ditampilkan pada tabel 5.1. Dari hasil
penelitian didapatkan; perbandingan -jenis kelamin neonatus laki-laki dan
perempuan masing-masing 14 dan 25 (p=0,64), cara persalinan sectio caesarian
didapatkan pada sebagian besar sampel penelitian (26 / 39), median usia
kehamilan neonatus yang menjadi sampel penelitian adalah 30 minggu dengan
rentang usia kehamilan 25 sampai 32 minggu. Mean berat badan lahir pada
kelompok neonatus yang mengonsumsi ASI| adalah 1553,8+430,7 gram,

kelompok neonatus yang mengonsumsi ASI dan susu formula adalah
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1459,7+406,5 gram, serta kelompok neonatus yang mengonsumsi susu formula

saja yakni 1010+506,4 gram (p=0,84).

Tabel 5.1 Karakteristik dasar sampel penelitian
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Karakteristik ASI S —r P
susu formula formula value
Jenis kelamin, (n)
o Laki-laki 6/13 4/13 4713 0,64
e Perempuan 7113 9/13 9/13
USIa. Kehamlan (minggu), 30 (25—32)
median (min—maks)
(n)
e <28 2/13 1/13 -
e 28--30 4/13 6/13 5/13 oW
¢ 30—32 7113 6/39 8/13
Berat Lahir (gram), rerata (SD) (11555087) (1;53 é,75) (1105186 2 0,267
Panjang lahir, rerata (SD) (cm) 39,2 (+4,6) 39,5 (+2,9) 40,9 (+4,0) 0,525
I(_(l:r;]g)kar kepala lahir, rerata (SD) 28.2 (+2,1) 278 (+1.7) 28.4 (+1.8) 0,899
Terapi oksigen (n) 6/13 7113 5/13 -
Riwayat persalinan (n)
e Normal 7113 3/13 3/13 0,874
e Sectio caesarian 6/13 10/13 10/13
Riwayat kehamilan ibu (n)
o Preeklampsia 3/13 4/13 6/13
¢ Eklampsia - - 1/13 0,052
e Ketuban pecah dini 3/13 6/13 6/13
o Kehamilan gemeli 2/13 - 3
Klinis (n)
e Distres napas 6/13 6/13 6/13 0227
e Muntah 10/13 9/13 9/13 f
e Perut membesar 9/13 9/13 5/13
Penggunaan antibiotika (n) 7113 9/13 11/13 0,236

Terapi oksigen diberikan pada 6 sampel di kelompok ASI, 7 sampel pada
kelompok ASI dan susu formula, serta 5 sampel pada kelompok susu formula
saja. Sampel yang mendapatkan modalitas terapi oksigen berupa CPAP
(continous positive airway pressure) secara umum diberikan segera setelah lahir
dan dilepas paling cepat pada hari kelima perawatan yakni pada neonatus di
kelompok ASI dan susu formula. Dari 39 sampel yang diamati selama 14 hari, 27

sampel (27 / 39) tercatat menggunakan antibiotika dengan durasi 5 hari pada 3
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sampel, 7 hari pada 14 sampel dan 14 hari pada 10 sampel. Penggunaan
antibiotika didasarkan klinis yakni didapatkan keluhan pernapasan pada 18
sampel, keluhan pencernaan berupa muntah (8 sampel), perut membesar (3
sampel) maupun kombinasi- muntah dan perut membesar (15 sampel). Keluhan
muntah paling dini didapatkan hari ketiga perawatan pada sampel kelompok ASI
dan susu formula, sedangkan keluhan perut membesar paling dini didapatkan
hari kelima perawatan pada kelompok susu formula saja.

Karakteristik ibu dikelompokkan berdasarkan indikasi persalinan sebagai
berikut; ibu dengan faktor risiko preeklampsia pada 13 sampel, eklampsia 1
sampel, ketuban pecah dini (kurang-dari 18 jam) pada 15 sampel, dan 2 sampel
dengan kehamilan gemeli. Masing masing karakteristik dilakukan analisis
menggunakan chi square dan didapatkan nilai-p >0,05 yang dapat diartikan tidak

didapatkan perbedaan signifikan antar masing masing kelompok.

5.2 Kadar Sekretori Imunoglobulin A dan Human Beta Defensin 2 Tinja

Kadar SIgA tinja dijabarkan dalam pg/mL dengan nilai tertinggi terdapat
pada kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi ASI yakni 2091,2 pug/mL
dan nilai terendah yakni 194,77 pg/mL didapatkan pada kelompok neonatus
prematur yang mendapatkan susu formula saja. Pada kelompok neonatus
prematur yang mengonsumsi ASI saja, kadar SIgA tinja pada usia empat-
belas hari (835,8—2091,2 pg/mL) lebih tinggi dibandingkan kelompok
neonatus prematur yang mengonsumsi ASI dan susu formula (453,78—
1104,02 pg/mL) serta kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi susu
formula saja (194,77—714,87 pg/mL). Adapun diagram nilai SIgA untuk masing

masing kelompok penelitian dapat dilihat pada gambar 5.1.
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250000 Sekretori Imunoaglobulin A
2000.00

1:500.007]

1000.00-
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slga (pg/mL)

T T T
AS Kombinasi Susu formula

Gambar 5.1 Kadar SIgA tinja neonatus prematur pada kelompok ASI saja,
ASl dan susu formula, serta susu formula saja dihari keempat-belas
Keterangan: Kadar SIgA tinja pada kelompok ASI lebih tinggi dibandingkan pada
kelompok ASI dan susu formula serta susu formula saja; (a) Kelompok neonatus
prematur yang mengonsumsi AS| saja; (b) kelompok neonatus prematur yang
mengonsumsi ASI dan susu formula; (c) kelompok neonatus prematur yang
mengonsumsi susu formula saja.

S00.00= Human Beta Defensin-2

400.00-
-
E
[e)) —
£ 300.00
N
)
m
T 200004

100.00=

T T T
A Kombinasi Susu formula

Gambar 5.2 Kadar hBD-2 tinja neonatus prematur pada kelompok ASI saja,
ASI dan susu formula, serta susu formula saja dihari keempat-belas
Keterangan: Kadar hBD-2 tinja pada kelompok ASI lebih rendah dibandingkan kadar
hBD-2 tinja pada kelompok kombinasi ASI dan susu formula serta susu formula saja. (a)
Kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi ASI saja; (b) kelompok neonatus
prematur yang mengonsumsi ASI dan susu formula; (¢) kelompok neonatus prematur
yang mengonsumsi susu formula saja.
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Kadar hBD-2 tinja dijabarkan dalam ng/mL dimana nilai tertinggi diperoleh
pada kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi susu formula yakni 492
ng/mL dan nilai terendah didapatkan pada kelompok neonatus prematur yang
mengonsumsi  ASI saja yakni 151,775 ng/mL. Pada kelompok neonatus
prematur yang mengonsumsi ASl saja, kadar hBD-2 tinja pada usia empat-
belas hari (151,77—272,77 ng/mL) lebih rendah dibandingkan kelompok
neonatus prematur yang mengonsumsi ASI dan susu formula maupun susu
formula saja yakni 304,27—430,27 ng/mL dan 311,22—492,27 ng/mL.
Adapun diagram nilai hBD-2 untuk masing masing kelompok penelitian dapat

dilihat pada gambar 5.2.

53 Hasil Uji Syarat Parametrik

Dalam penelitian ini data variabel kadar sekretori Imunoglobulin A
dan hBD-2 tinja neonatus prematur yang diambil dari tiga kelompok sampel
penelitian dilakukan uji normalitas data sebagai prasyarat statistik parametrik
dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk, karena jumlah sampel penelitian lebih
dari 50. Hasil uji statistik Shapiro-Wilk diperoleh hasil p-value kadar SIgA dan
hBD-2 tinja neonatus prematur dari ketiga kelompok sampel penelitian
adalah > 0,05; yang berarti data variabel kadar SIgA dan hBD-2 tersebut

terdistribusi normal dan memenuhi prasyarat uji statistik parametrik.

5.4 Uji Komparatif Kadar SIgA dan hBD-2 Tinja Neonatus Prematur

Uji  komparatif dilakukan untuk menjawab tujuan penelitian, yaitu
membuktikan perbedaan kadar SIgA dan hBD-2 tinja pada neonatus prematur
yang mengonsumsi ASI saja, ASI dan susu formula, serta susu formula saja.

Data kadar SIgA dan hBD-2 tinja berdasarkan kelompok pemberian nutrisi
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dilakukan uji komparatif numerik tidak berpasangan lebih dari dua kelompok
dengan menggunakan uji ANOVA One Way (analysis of variance). Adapun
perbedaan mean kadar SIgA dan hBD-2 tinja neonatus prematur secara umum
dapat dilihat dari tabel 5.2 berikut:

Tabel 5.2 Hasil uji komparatif kadar SIgA dan hBD-2 tinja neonatus

prematur

Variabel Penelitian Mean(SD)(ng/mL) p-value
Sekretori IgA (SIgA)
ASI saja 1541,92 + 418,69
ASI dan susu formula 826,23 + 311,58 0.00*
Susu formula saja 387,66 + 135,96
Human B defensin 2 (hBD-2) Mean(SD)(pg/mL) p-value
ASI saja 204,47 + 40,63
ASI dan susu formula 351,66 + 38,19 0463 0,00*
Susu formula saja 375,73 + 69,13 .

Keterangan:p-value<0,05 = signifikan (*)

Berdasarkan hasil uji ANOVA One Way diketahui kelompok neonatus
prematur yang mengonsumsi AS| saja didapatkan dengan kadar mean SIgA
tertinggi (154192 + 418,69) yang berbeda bermakna dengan kedua kelompok
neonatus prematur lainnya. Sementara itu, kelompok neonatus prematur dengan
konsumsi susu formula saja memiliki mean hBD-2 tinja lebih tinggi dibandingkan
kelompok lain (375,73 + 69,13), namun tidak berbeda bermakna dengan
kelompok neonatus prematur yang mengonsumsi AS| dan susu formula
(p=0.463). Sebaliknya, mean kadar hBD-2 tinja neonatus prematur pada
kelompok yang mengosumsi ASI saja berbeda bermakna (p=0,00) terhadap

kedua kelompok lainnya.
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BAB VI

PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan desain penelitian analitik dengan rancangan
studi cross sectional. Tehnik pengambilan sampel secara consecutive sampling,
didapatkan 39 sampel penelitian tinja neonatus prematur yang terbagi dalam tiga
kelompok penelitian; kelompok pertama adalah tinja neonatus prematur yang
mengonsumsi air susu ibu, kelompok kedua adalah tinja neonatus prematur yang
mengonsumsi kombinasi antara ASI dan susu formula, serta kelompok ketiga
adalah kelompok tinja neonatus prematur yang mengonsumsi susu formula saja.
Tinja pada masing-masing kelompok penelitian diambil pada usia empat-belas
hari dengan jumlah sampel masing masing adalah 13.

Usia kehamilan neonatus yang menjadi sampel penelitian yakni <32
minggu dengan rentang usia kehamilan 25 sampai 32 minggu. Lebih dari 85%
inflamasi saluran cerna terjadi pada neonatus dengan berat badan lahir <1500
gram atau usia kehamilan <32 minggu. Penelitian sebelumnya menunjukkan
EKN terjadi 50% pada bayi dengan berat lahir 1000—1499 gram dan 30% pada
1500—1999 gram, demikian pula penelitian restrospektif selama 22 tahun
menunjukkan insiden EKN paling tinggi pada bayi dengan berat lahir 1000—1499
gram (Ahle et al., 2013; Sidauruk et al., 2014). Berbeda dengan penelitian yang
dilakukan Olariu et al., 2014, menunjukkan rata rata berat badan lahir yang
mengalami EKN adalah 1078+338.72 gram.

Usia kehamilan berhubungan dengan inisiasi pemberian air susu ibu,
seperti yang penelitian oleh Maastrup et al., 2014 membuktikan bahwa semakin
muda usia gestasi semakin sulit untuk pemberian ASI eksklusif oleh karena

neonatus prematur mengalami ' kesulitan menetek langsung ‘pada ibu
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dibandingkan neonatus atterm. Penundaan pemberian ASI berhubungan dengan
peningkatan morbiditas neonatus, hal ini dibuktikan oleh penelitan metaanalisis
Smith et al., 2017 yang menjabarkan bahwa neonatus dengan inisiasi ASI 2-23
jam setelah lahir memiliki risiko kematian 33% lebih tinggi dibandingkan neonatus
dengan inisiasi ASI < 1 jam, sedangkan yang mendapatkan ASI >24 jam berisiko
2.19 kali lebih besar untuk terjadi kematian. Selain itu, penelitian tersebut juga
menjabarkan diantara kelompok neonatus yang mendapatkan ASI eksklusif,
inisiasi pemberian ASI >24 jam memiliki risiko lebih dari 85% untuk terjadinya
kematian dibandingkan neonatus dengan inisiasi menyusui <24 jam. Kondisi
tersebut dapat dipahami mengingat- air susu ibu mengandung sejumlah peptida
biologis aktif atau growth factors dalam jumlah bermakna yang memilki efek
biologis terhadap saluran cerna (Frost, 2014). Susu manusia mengandung
imunoglobulin termasuk IgA yang terbukti memberikan efek protektif pada
mukosa saluran cerna serta peptida bioaktif, termasuk defensin (human 3
defensin-2) yang menampilkan aktivitas antimikroba luas terhadap bakteri
patogen (Khader et al., 2013; He et al., 2016).

Good et al.,, 2014 membuktikan kelahiran prematur merupakan faktor
risiko utama kejadian enterokolitis nekrotikan, hal ini menggambarkan keadaan
intestinal yang imatur pada bayi prematur. Imaturitas intestinalis terkait
perubahan komponen-komponen sistem pertahanan saluran cerna, kurangnya
produksi mukus intestinal, meningkatnya permeabilitas intestinal, turunnya
produksi asam lambung dan enzim proteolitik, serta hormon dan enzim
pencernaan yang belum sempurna. Hal ini sejalan dengan penelitian Markus et
al., 2010 yang menyimpulkan bahwa kadar hBD2 tinja berhubungan secara
signifikan dengan usia kehamilan, neonatus dengan UK 24 minggu memiliki
kadar hBD2 tinja lebih rendah dibandingkan usia kehamilan 42 minggu. Demikian

pula kadar sekretori IgA tinja, penelitian Rodriguez et al., 2019 membuktikan usia
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kehamilan lebih dari 30 minggu berhubungan dengan kadar SIgA yang lebih
tinggi dibandingkan usia kehamilan kurang dari 30 minggu.

Goedicke et al., 2017 menjelaskan dalam studinya bahwa bayi prematur
<32 minggu lebih beriko mengalami inflamasi oleh karena belum sempurnanya
transmisi imunitas ibu secara transplasental yang terutama terjadi pada usia 37—
41 minggu, sehingga kadar marker inflamasi tinja cenderung meningkat. Selain
hal tersebut, neonatus prematur yang baru lahir akan membentuk mikrobioma
pada dermal dan gastrointestinal serta sistem imun adaptif akan menghasilkan
respon imun sekunder, oleh karena mukosa saluran cerna neonatus prematur
permeable untuk makromolekul dan bakteri, paparan ekstrauterin dapat dengan
mudah mencapai aliran darah dan getah bening yang dapat menyebabkan
penyebaran bakteri seluruh tubuh.

Studi lain menjabarkan bahwa konsentrasi TLRs pada neonatus prematur
lebih tinggi dibandingkan bayi aterm akibat imaturitas pengaturan respon
inflamasi dimana respon inflamasi yang berlebihan dikaitkan dengan risiko sepsis
atau inflamasi pencernaan yang lebih berat (Lane et al., 2013). Hasil tersebut
berkebalikan dengan penelitian oleh Campeotto et al.,, 2010 yang menunjukkan
peningkatan marker inflamasi (kadar hBD-2 tinja) hanya terjadi bila didapatkan
reaksi inflamasi dan tidak terpengaruh oleh usia kehamilan maupun cara
persalinan.

Ketika dalam kandungan, gastrointestinal janin diisi oleh cairan ketuban
steril, persalinan memicu terjadinya kolonisasi bakteri. Meskipun demikian,
mekanisme pertahanan bawaan yang kuat mampu melindungi neonatus dari
infeksi. Imunoglobulin dan peptida antimikroba terbukti berperan dalam proses
inflamasi terutama pada saluran cerna (Neu & Walker, 2011). Salah satu

imunoglobulin yang berperan penting yakni sekretori imunoglobulin A.
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Sekretori IgA berfungsi sebagai garis pertahanan pertama dalam
melindungi epitel saluran cerna dari enterik toksin dan mikroorganisme patogen
melalui proses yang dikenal sebagai eksklusi imun dimana SIgA menginisiasi
clearance antigen dan mikroorganisme patogen dari lumen saluran cerna dengan
menghalangi akses ke reseptor epitel, menjebak dalam lendir, dan memfasilitasi
pengeluarannya dengan aktivitas peristaltik dan mukosiliar. Peran lainnya yakni
SIgA telah diidentifikasi mampu mengurangi faktor virulensi bakteri secara
langsung, memengaruhi komposisi mikrobiota saluran cerna dengan mekanisme
terkait Fab, baik dependent maupun independent, mempromosikan retro-
transportasi antigen melintasi epitel menuju sel dendritik di bagian dalam jaringan
limfoid saluran cerna, dan, meregulasi  respons proinflamasi yang biasanya
terkait dengan penyerapan bakteri patogen maupun antigen alergenik (Mantis et
al., 2011). Selain itu komponen sekretori yang melekat pada IgA menjadikan
SIgA Dbersifat lebih stabil (tidak mudah dihancurkan oleh enzim proteolitik)
dibandingkan imunoglobulin lainnya sehingga dapat dikatakan pengukuran kadar
SIgA tinja mencerminkan kompetensi respon imun mukosa gastrointestinal.
Beberapa penelitian sebelumnya telah membuktikan bahwa kadar SIgA dapat
terdeteksi pada spesimen tinja, terutama neonatus yang mendapatkan ASI di
minggu pertama kehidupan (Retnaningtyas et al., 2010; Bridgman et al., 2016).
Demikian pula penelitian oleh Hayati et al., 2016 yang membuktikan SIgA
dideteksi pada tinja dan memiliki hubungan erat dengan kemampuan saluran
cerna untuk netralisasi serta clearing mikroba patogen. Sejalan dengan studi lain
terkait perkembangan imunologis sistem pencernaan dalam 8 bulan pertama
kehidupan menemukan bahwa SIgA tinja terdeteksi pada semua bayi sejak lahir
(Kuitunen & Savilahti, 2015).

Penelitian ini- dilakukan pada neonatus usia empat belas hari dan

diperoleh hasil SIgA tinja tertinggi 2091,2 pg/mL yang berasal dari neonatus yang
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mengonsumsi air susu ibu saja. Nilai tersebut sesuai dengan penelitian
Maruyama et al., 2009 yang menunjukkan kadar SIgA maksimal pada neonatus
yang mengonsumsi ASI dalam satu bulan pertama dapat mencapai 4500 pug/mL
dan sedikit lebih tinggi dibandingkan penelitian Hayati et al., 2016 yang
menjabarkan nilai SIgA normal yakni 510—2040 pg/mL.

Kadar SIgA tinja pada kelompok neonatus yang mengonsumsi ASI
(1541,92 + 418,69 pg/mL) lebih tinggi secara signifikan dibanding kedua
kelompok lainnya yakni ASI dan susu formula (826,23 + 311,58 pg/mL) serta
susu formula saja (387,66 + 135,96 pg/mL) dengan nilai p=0,000. Hasil ini
sejalan dengan penelitian pendahuluan oleh Hayati et al., 2016 dimana kadar
SIgA tinja pada neonatus usia <2 bulan lebih tinggi pada kelompok yang
mengonsumsi air susu ibu dibandingkan susu formula baik usia 2 minggu, 4
minggu, maupun 8 minggu. Studi lain yang dilakukan pada 34 neonatus sehat
membuktikan bahwa neonatus dengan air susu ibu memiliki kadar SIgA tinja
yang jauh lebih tinggi dibandingkan yang mengonsumsi susu formula pada usia 1
bulan, 2 bulan, dan 5 bulan (Kumagai et al., 2012).

Peneltian oleh Kuitunen & Savilahti, 2015 menjabarkan bahwa kadar
SIgA tinja pada kelompok yang mengonsumsi air susu ibu lebih tinggi 3—9 kali
dibandingkan yang mengonsumsi susu formula saja. Hal tersebut terjadi diduga
karena beberapa mekanisme yakni (1) ASI mampu menstimulasi produksi SIgA
dari mukosa gastrointestinal; (2) adanya IgA ASI yang tersimpan di kolon; atau
(3) adanya substansi bioaktif lain dari ASI yang mampu meningkatkan produksi
SIgA seperti TH17. Demikian pula Bridgman et al., 2016 yang menjelaskan
produksi imunoglobulin A tertunda pada bayi yang mendapatkan susu formula
saja dan kadar IgA tinja terbukti lebih rendah secara konsisten pada tahun
pertama kehidupan. Sementara itu, kadar SIgA tinja pada nheonatus yang

mengonsumsi ASI saja lebih tinggi delapan kali dibandingkan neonatus yang
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mengonsumsi susu formula saja. Maruyama et al., 2009 juga membuktikan SIgA
tinja. pada neonatus yang mengonsumsi susu formula saja lebih rendah
dibandingkan neonatus yang mengonsumsi ASI saja maupun kombinasi ASI dan
susu formula. Kadar SIgA tinja diamati meningkat sampai dengan usia 1 bulan
yang kemudian menurun sampai usia 3 bulan dan selanjutnya plateau. Oleh
karena kadar SIgA intestinal ditemukan paling optimal pada minggu keempat
kehidupan, SIgA tinja yang terdeteksi pada neonatus dengan susu formula saja
diduga diproduksi oleh tubuh neonatus sendiri.

Meskipun pada penelitian ini tidak dinilai kadar sekretori imunoglobulin' A
ASI, namun kadar SIgA tinja diduga merefleksikan nilai SIgA ASI. Hal ini
berdasarkan beberapa penelitian pendahuluan seperti yang dilakukan oleh
Maruyama et al., 2009 membuktikan SIgA tinja mencapai nilai tertinggi pada usia
1 bulan yang kemudian menurun sampai dengan usia 5 bulan, peneliti
menjelaskan hal tersebut diduga akibat penurunan rata rata konsentrasi SIgA
ASI dari 1 menjadi 0.5 mg/mL antara usia 1—6 bulan, fenomena ini menunjukkan
bahwa kadar SIgA tinja sangat dipengaruhi oleh intake ASI. Bridgman et al.,
2016 juga menjelaskan bahwa meskipun sekretori imunoglobulin A terdeteksi
pada spesimen tinja neonatus yang mengonsumsi ASI, kemampuan neonatus
untuk menghasilkan IgA pada periode waktu tersebut masih sangat terbatas.
Adapun imunitas pasif yang didapatkan (berupa IgA dan peptida antimikroba)
berasal dari ASI, terutama kolostrum. Selain itu, peneliti juga membuktikan
bahwa pemberian ASI berhubungan signifikan secara statistik dengan
peningkatan kadar SIgA tinja. Penelitian oleh Kuitunen & Savilahti, 2015 juga
menunjukkan penurunan kadar SIgA ASI berbanding lurus dengan penurunan
kadar SIgA tinja. Hal tersebut dapat dijelaskan dengan teori oleh Maruyama et

al., 2009 bahwa imunoglobulin A disekitar folikel limfoid Peyer’s patches baru
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muncul pada usia 5 hari serta IgA-immunocytes mukosa dapat terdeteksi di
saluran cerna neonatus pada minggu pertama dan kedua kehidupan.

Antigen bakteri yang mampu melewati pertahanan barier akan terdeteksi
oleh pattern recognition receptor (PRR) dan selanjutnya mengaktivasi toll like
receptor (TLR) yang diekspresikan oleh sel imun bawaan. Kedua mekanisme
tersebut menginduksi produksi sitokin proinflamasi. Dalam keadaan normal,
saluran cerna dapat mencegah reaksi imunitas yang berlebihan dengan
memproduksi protein maupun sitokin antiinflamasi salah satunya yakni peptida
antimikroba (Grave et al., 2007; Maheshwari, 2016). Beberapa peptida telah
diidentifikasi dalam mekonium dan tinja neonatus selama minggu pertama
kehidupan, menunjukkan adanya partisipasi peptida sebagai barrier saluran
cerna terhadap infeksi. Satu kelas penting dari peptida antimikroba adalah
keluarga defensin. Beberapa penelitian pendahuluan telah membuktikan bahwa
human R defensin-2 dapat dengan mudah terdeteksi pada tinja, seperti
penelitian oleh Campeotto et al., 2010 yang mendeteksi hBD-2 pada tinja
neonatus usia tiga hari. Demikian pula dengan Corebima, 2017 yang meneliti
kandungan hBD-2 neonatus pada usia 14 hari.

Human 3 defensin-2 tinja yang terdeteksi paling rendah pada penelitian
ini adalah 151,775 ng/mL, berasal dari kelompok neonatus prematur yang
mengonsumsi AS| saja. Nilai tersebut serupa dengan penelitian sebelumnya
oleh Campeotto et al., 2010 yang menjabarkan kadar hBD-2 tinja pada neonatus
sehat usia 14 hari adalah 30—154 ng/mL. Penelitian ini membuktikan bahwa
terdapat perbedaan mean kadar hBD-2 tinja neonatus prematur pada ketiga
kelompok yang bermakna secara statistik. Mean kadar hBD-2 tinja neonatus
pada kelompok yang mengonsumsi ASI saja yakni 204,47 + 40,63 ng/mL secara
spesifik lebih rendah dibandingkan kelompok yang mengonsumsi kombinasi ASI

dan susu formula (351,66 + 38,19 ng/mL), serta susu formula saja (375,73 +
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69,13 ng/mL). Hasil tersebut sesuai dengan penelitian pendahuluan oleh
Corebima, 2017 yang menunjukkan kadar hBD-2 tinja neonatus pada kelompok
ASI saja jauh lebih rendah dibandingkan kelompok susu formula saja. Kadar
hBD-2 tertinggi didapatkan pada neonatus usia empat-belas hari yang
mengonsumsi susu formula saja yakni 492 ng/mL. Nilai tersebut lebih tinggi dari
kadar hBD-2 neonatus prematur sehat pada penelitian oleh Campeotto et al.,
2010 yakni 30—154 ng/mL dan termasuk dalam kadar hBD-2 neonatus yang
mengalami intestinal distress pada penelitian yang sama yakni 2-1271 ng/mL.
Bila dibandingkan dengan penelitian oleh Jenke et al., 2012 nilai hBD-2 tinja
tertinggi pada penelitian ini adalah empat kali lipat (5—109 ng/mL). Kadar hBD-2
tinja tekait dengan efek bakterisidal, Routsias et al., 2010 menemukan kadar
hBD 2 tinja yang dapat membunuh bakteri tidak resisten terhadap antibiotika
adalah 3,25—4,5 mcg/mL, sedangkan kadar yang dibutuhkan untuk membunuh
bakteri wild type adalah 3,9—9,35 mcg/mL. Selain itu, penelitian oleh Baricelli et
al., 2015 menunjukkan aktivitas antimikrobial adalah 0,25 mcg/mL untuk
S.mercescen, 0,5 mcg/mL untuk P.aeruginosa, dan 4 mcg/mL untuk
Acinobactere baumannii. Kadar hBD-2 yang terstimulasi dari saluran cerna
masih terlalu rendah untuk mencapai efek bakterisidal pada infeksi berat, dalam
hal ini ASI berperan meningkatkan kadar hBD-2, adapun kandungan hBD-2 ASI
adalah 0,31—19,12 ng/mL pada kolostrum dan 52,65—182,29 pg/mL pada ASI
matur. Hasil tersebut berbeda dengan penelitian oleh Markus et al., 2010 dan
Campeotto et al., 2010 yang menunjukkan kadar human 3 defensin-2 tinja tidak
dipengaruhi oleh pemberian nutrisi. Perbedaan hasil dimungkinkan akibat jumlah
sampel yang tidak merata pada masing masing kelompok nutrisi di penelitian
sebelumnya.

Rata rata nilai hBD-2 tinja neonatus prematur kelompok susu formula

saja secara statistik menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna dengan rata
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rata kelompok kombinasi ASI dan susu formula saja (p=0,463), namun berbeda
signifikan dibandingkan kelompok ASI saja. Sejalan dengan penelitian Arisanti &
Wibowo, 2019 bahwa kadar marker inflamasi tinja pada neonatus yang
mengonsumsi ASI dan susu formula tidak berbeda signifikan dibandingkan yang
mengonsumsi susu formula saja. Selain itu, penelitian oleh Corebima, 2017 juga
menunjukkan kadar hBD-2 tinja neonatus dengan paparan susu formula baik
menggunakan ASI maupun tidak, tidak menunjukkan perbedaan signifikan,
sebaliknya bila dibandingkan dengan kelompok ASI saja menunjukkan
perbedaan yang bermakna. Hal tersebut mampu dijelaskan oleh Willems et al.,
2015 bahwa pemberian susu formula dapat menginduksi faktor proinflammatory
meskipun belum didapatkan tanda Klinis inflamasi, sedangkan ASI berperan
menekan inflamasi termasuk yang terjadi pada saluran cerna bayi.

Publikasi sebelumnya oleh Bering, 2018 memaparkan bahwa neonatus
usia 7 hari yang mengonsumsi ASI menunjukkan berkurangnya reaksi inflamasi
oleh karena air susu ibu mampu melindungi saluran cerna bayi dengan
menstimulasi sistem imun maupun memberikan substrat terkait perkembangan
mikrobiota saluran cerna yang bermanfaat terutama pada minggu pertama
kehidupan. Sejalan dengan penelitian tersebut, Bhatia, 2013 membuktikan
bahwa pemberian ASI saja mampu menurunkan kejadian inflamasi saluran cerna
sebesar 79%, nilai tersebut berbeda signifikan bila pemberian ASI dikombinasi
dengan susu formula, baik komposisi ASI >50% maupun <50%, yakni hanya
menurunkan 3,2—10% kejadian inflamasi saluran cerna. Sisk et al., 2017 dalam
penelitiannya membuktikan bahwa inflamasi saluran cerna dapat menurun
sebesar enam kali pada bayi yang mengonsumsi AS| dalam 14 hari pertama
kehidupan. Quigley et al., 2011 melaporkan kejadian inflamasi saluran cerna jauh
lebih tinggi pada bayi yang mengonsumsi susu formula saja dibandingkan susu

formula dengan ASI maupun ASI saja. Abram et al., 2014 menunjukkan
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pemberian susu formula meningkatkan kejadian inflamasi 15% dan kematian
sebesar 8%, dijabarkan pula bahwa setiap 10% peningkatan volume susu
formula mampu meningkatkan risiko infeksi 17,9%.

Peningkatan hBD-2 tinja selalu dikaitkan dengan peningkatan respon
inflamasi baik disebabkan oleh infeksi maupun bukan infeksi. Adapun beberapa
hal yang dapat meningkatkan respon inflamasi pada penelitian ini adalah distres
napas, pemberian antibiotik dalam waktu lama, penyakit kulit, dsb. Empat puluh
enam persen sampel (18 sampel) pada kelompok ASI, ASI dan susu formula
serta susu formula saja mengalami masalah pernapasan dan mendapatkan
terapi oksigen berupa CPAP, 27 pasien mendapatkan antibiotika (15 neonatus
dilahirkan dari ibu dengan KPD<18 jam) dengan durasi paling lama adalah 14
hari. Faktor faktor tersebut yang diduga berpengaruh terhadap peningkatan
kadar hBD-2 tinja.

Epitel respiratori merupakan salah satu epitel yang sering terpapar oleh
patogen dan memiliki beberapa sistem pertahanan, salah satunya adalah
defensin. Defensin berperan sebagai pertahanan pertama kali dalam melawan
mikroorganisme (Olvera & Guiterrez, 2018). Schneider et al., 2005 menjelaskan
epitel saluran pernapasan merupakan salah satu organ yang mampu
menghasilkan hBD-2 terutama ketika mengalami inflamasi. Liu et al, 2013
meneliti hubungan hBD-2 dengan kejadian pneumonia, pasien dengan kadar
hBD-2 plasma yang rendah memiliki risiko lebih tinggi terjadi pneumonia berat,
penggunaan ventilator bahkan kematian. Scharf et al, 2010 menjabarkan
peningkatan hBD-2 pada sel epitel paru yang terinfeksi L.pneumophila melalui
mediasi dari sel TLR dan NF-kB.

Neonatus prematur yang tidak ditemukan tanda infeksi bukan
merupakan -indikasi - untuk diberikan antibiotik. Pemberian antibiotik broad

spectrum akan mengganggu sistem imun dimana menghambat kolonisasi bakteri
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pada traktus intestinalis dan mampu mengurangi kolonisasi bakteri komensal
yang dibutuhkan oleh saluran cerna neonatus prematur sehingga terjadi
dysbiosis (Tanner et al, 2015). Penelitian Esmaeilizand et al, 2018 membuktikan
bahwa pemberian antibiotik 5 hari atau lebih pada neonatus prematur tanpa bukti
adanya infeksi berhubungan dengan peningkatan kejadian EKN secara
signifikan. Bahkan penelitian Arboleya et al, 2015 menunjukkan pemberian
antibiotik prepartum pada ibu hamil tanpa adanya bukti ketuban pecah dini
maupun kolonisasi Streptococcus group B di vagina dapat mengganggu
pertumbuhnan  mikrobiota saluran cerna neonatus yang selanjutnya
meningkatkan risiko terjadinya sepsis awitan lambat maupun EKN  pada
neonatus.

Penelitian dilakukan secara cross sectional sehingga tidak ‘mampu
menjelaskan hubungan kadar SIgA tinja terhadap inflamasi saluran cerna (dinilai
dari kadar hBD-2 tinja maupun luaran klinis). Namun, dari 13 neonatus pada
kelompok yang mendapatkan ASI| saja hanya dua yang tidak menunjukkan
gejala saluran cerna sedangkan 11 neonatus lainnya didapatkan dengan gejala
klinis muntah atau perut membesar, maupun keduanya. Bahkan, neonatus
dengan kadar SIgA tertinggi didapatkan dengan keluhan muntah dan perut
membesar dengan kadar hBD-2 tinja 154 ng/mL dimana bukan merupakan nilai
terendah dalam penelitian ini (nilai terendah 151,775 ng/mL) meskipun masih
termasuk rentang normal berdasarkan Campeotto et al., 2010. Kondisi tersebut
dapat dijelaskan oleh Gopalakrishna et al., 2019 bahwa kadar SIgA yang
terdeteksi pada tinja tidak mencerminkan kemampuan komponen tersebut untuk
berikatan dengan bakteri patogen dimana neonatus dengan inflamasi saluran
cerna (pada penelitian ini dengan subyek enterokolitis nekrotikan) memiliki
ikatan IgA dengan bakteri yang rendah. Penelitian tersebut menemukan bahwa

fraksi bakteri IgA+ menurun seiring waktu pada neonatus yang mengalami EKN,
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sedangkan ikatan bakteri IgA+ tidak menunjukkan hubungan pada kontrol.
Dengan demikian, tampak bahwa neonatus yang berkembang menjadi EKN
mengalami perubahan pada mikrobiota saluran cerna maupun repertoar IgA ASI
ibu yang menyebabkan 'escape’ bakteri patogen. Adapun hal yang
mempengaruhi kualitas SIgA pada neonatus selain pemberian nutrisi ASI dan
kualitas SIgA ASI ibu yakni maturitas imunitas saluran cerna yang sebenarnya
akan berkembang seiring usia (Retnaningtyas et al., 2010).

Terdapat beberapa keterbatasan dalam penelitian ini yakni; (1) sampel
diperoleh secara consecutive sampling dengan keterbatasan waktu penelitian,
hal ini dapat mempengaruhi representasi sampel penelitian terhadap populasi
umum; (2) masih didapatkan beberapa faktor perancu yang sulit dihindari dan
dapat memengaruhi hasil dalam penelitian ini yakni cara penyimpanan dan
transport ASI dari ibu ke petugas perinatologi, penggunaan orogastrik,
pemberian antibiotik, dan ruang perawatan di perinatologi (infeksi atau non
infeksi) selama pengamatan dimana memberikan risiko penularan bakteri
nosokomial yang berbeda; (3) mekanisme anti inflamasi juga diperankan oleh
sitokin antiinflamasi lainnya yang terinduksi, sehingga dapat memengaruhi kadar
human 3 defensin-2 yang dinilai; (4) tidak dilakukan pemeriksaan flowcytometri
untuk menilai efektivitasi sekretori IgA terhadap kemampuan untuk coated

bacteria.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Kadar sekretori IgA tinja neonatus prematur yang mengonsumsi
ASI| saja lebih tinggi dibandingkan neonatus  permatur yang
mengonsumsi ASI dan susu formula maupun susu formula saja.

2. Kadar human [ defensin-2 tinja neonatus prematur yang
mengonsumsi AS| saja lebih rendah dibandingkan neonatus
prematur yang mengonsumsi AS| dan susu formula maupun susu
formula saja.

7.2 Saran
1. Dibutuhkan penelitian lanjutan secara kohort dengan jumlah

sampel lebih banyak yang mengukur kadar sekretori IgA tinja dan
human 8 defensin-2 tinja neonatus untuk mengetahui hubungan,
pola perubahan biologis, spesifisitas dan sensitivitasnya sebagai
marker diagnostik dini untuk mendeteksi inflamasi saluran cerna.

Dibutuhkan penelitian lanjutan yang mengkaji karakteristik klinis
ibu yang dapat memengaruhi kadar sekretori IgA dan human 3
defensin-2 tinja neonatus (asupan nutrisi, status imunologis,

penyakit kronis prekonsepsi, dan sebagainya).
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Lampiran 1. Analisis SPSS

—g Tabel 1. Hasil uji normalitas kadar SIgA dan hBD-2 tinja neonatus
= prematur
_— Variabel Penelitian p-value Distribusi
E Data
"o Sekretori IgA (SIgA)
o Tinja usia empat-belas hari
% e ASlsaja 0,342 Normal
— e ASI dan susu formula 0,225 Normal
e Susu formula saja 0,214 Normal
Human R defensin 2 (hBD-2)
Tinja usia empat-belas hari
e ASl saja 0,300 Normal
e ASI dan susu formula 0,473 Normal
e  Susu formula saja 0,263 Normal
Tabel 2. ANOVA data Sekretori IgA
Multiple Comparisons
Siga_keempatbelas
Tukey HSD
0 R Mean Difference 95% Confidence Interval
Hari_keempatbelas Hari_keempatbelas (1-9) Std. Error  Sig. Lower Bound Upper Bound

ASI keempatbelas CAMPURAN

715.61538" 1.22132E2 .000 417.0892 1014.1416
keempatbelas

SUFOR 1162.07692° 1.22132E2 .000  863.5507  1460.6031
keempatbelas
CAMPURAN ASI keempatbelas -715.61538" 1.22132E2 .000 -1014.1416  -417.0892
keempatbelas
SUFOR *
446.46154 1.22132E2 .002 147.9353 744.9877
keempatbelas
SUFOR ASI keempatbelas -1162.07692° 1.22132E2 .000 -1460.6031  -863.5507
keempatbelas CAMPURAN

-446.46154° 1.22132E2 .002 -744.9877 -147.9353
keempatbelas

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Tabel 3. ANOVA data hBD-2

Multiple Comparisons

HBD_keempatbelas

Tukey HSD
0 ) Mean Difference 95% Confidence Interval
Hari_keempatbelas Hari_keempatbelas (1-9) Std. Error  Sig. Lower Bound Upper Bound

-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

ASI| keempatbelas CAMPURAN

-147.19231 20.11309 .000 -196.3547 -98.0299
keempatbelas

E:ellzﬂoplztbelas -171.26538" 20.11309 .000 -220.4278 -122.1030
CAMPURAN ASI keempatbelas 147.19231°  20.11309 .000 98.0299 196.3547
keempatbelas SUFOR

keempatbelas -24.07308 20.11309 .463 -73.2354 25.0893
SUFOR ASI keempatbelas 171.26538" 20.11309 .000 122.1030 220.4278
keempatbelas CAMPURAN

24.07308 20.11309 .463 -25.0893 73.2354
keempatbelas

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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' Tabel 4. Data kadar SIgA dan hBD-2 tinja pada masing masing sampel
- SigA hBD-2

—g 1976 249
L 971 228
- 1210 272
= 1446 236

e 1971 193
— 1876 166
P AS| 1371 187

2013 181
835,8 184
2091,2 154
1461 152
1613 197
1210 263
453,78 430
781 304
1055 396
414 332
1603 320
1104,02 317
Campuran 860 369
545 387
715 370
681 351
829 361
796 309
905 326
714,87 317
507 403
502 330
329 461
522 332
214,11 479
Susu 440 317
formula
535 282
221 492
359 372
286 311
194,77 412
214,86 379

BRAWIJAYA

113




-
o
3
A
—
—
jE—
(=
G
L= ]
o
o T
[« B
-

BRAWIJAYA

Lampiran 2

RUMAH SAKIT UMUM DAERAH Dr. SAIFUL ANWAR MALANG
= JI. Jaksa Agung Suprapto No.2 Malang

KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN
TERAKREDITASI KARS VERSI 2012 TINGKAT PARIPURNA
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| e Telp. (0341) 362101, Fax, ( 0341) 369384
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Lampiran 3
LEMBAR PERSETUJUAN

KADAR SEKRETORI IMMUNOGLOBULIN A, KALPROTEKTIN DAN
HUMAN 3 DEFENSIN-2 TINJA PADA NEONATUS PREMATUR YANG
MENDAPAT AIR SUSU IBU SAJA, SUSU FORMULA SAJA, DAN
KOMBINASI

Yang bertanda tangan di bawah ini:
Nama

Usia

Alamat

Telepon

Merupakan orangtua/wali dari:
Nama

Jenis Kelamin

No Rekam Medis

Tanggal lahir/usia

Semua penjelasan di atas telah disampaikan kepada saya.Kami memberikan ijin
anak kami untuk diikutsertakan dalam penelitian ini. Kami mengerti bahwa bila
masih memerlukan penjelasan, saya akan mendapat jawaban dari dr. Putri
Primawardani.

Dengan menandatangani formulir ini, kami setuju untuk ikut serta dalam
penelitian ini.
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Lembar Pengumpulan Data

KADAR SEKRETORI IMMUNOGLOBULIN A, KALPROTEKTIN DAN

HUMAN 3 DEFENSIN-2 TINJA PADA NEONATUS PREMATUR YANG

MENDAPAT AIR SUSU IBU SAJA, SUSU FORMULA SAJA, DAN

IDENTITAS

Nama

Jenis Kelamin

Nomor Rekam Medis
Tanggal lahir/usia

Nama orang tua/wali
Nomor telepon :
Hubungan dengan anak :

ANAMNESIS

Usia kehamilan

Karakteristik ibu

Cara persalinan
Ketuban

APGAR skor

Berat badan lahir
Konsumsi

PEMERIKSAAN FISIS

Berat lahir (gram)
Panjang lahir (cm)
Lingkar kepala (cm)
Lingkar dada (cm)

KOMBINASI

o Laki-laki - coPerempuan

o Ayah/lbu kandung
o Ayah/lbu angkat

.......... minggu

o Hipertensi

o Asma

o Pre eklampsia
o HIV

oTB

Warna

KPD "4/ () bila (+):

menit pertama
menit kelima

.......... gram
ASI
Predominan ASI
Predominan susu formula
Susu formula saja

jam
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Tabel pengamatan

Usia

1—6 hari

7 hari

8 hari

9 hari

10 hari

11 hari 12 hari

13 hari

14 hari

BB

Klinis:
Muntah
Retensi
Distensi
abdomen

Keluhan lain

Penunjang:
Laboratorium

Foto
abdomen

Tetrapi yang
diberikan
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