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ABSTRACT

The uncovering of the changes in the concentration of aggregation molecules (VWF, PGI,) and cytokines (TNF e, IL-15,
IL-6) in different levels of thrombocytopenia in DHF patients can be used as the basis in predicting the occurrence of
thrombocytopenia. A prospective-observational study was undertaken utilizing a 3-day sequentially drawn vein blood of
inclusive DHF patients. The TNFa, IL-18 and IL-6 test was conducted utilizing the quantikine high sensitivity human
cytokine immunoassay, and the vVWF and PGl test was conducted utilizing the ELISA procedure. The multivariate and
discriminant analyses tests on the deltas between day 1 and 2 observations, and between day 2 and 3 observations of
the 6 variables showed Wilks’ Lambda =0.638 with p=0.008 and platelets and vWF as the most powerful discriminating
variable (70.5.%). The findings of this study indicated that in DHF patients (1) the changing of the concentration of TNF,
IL-1 and IL-6 cytokines do not play a significant role in the mechanism of platelets aggregation, (2) platelets count
decreases in a condition in which vVWF facilitated platelets aggregation, (3) the changing of a positive contribution of vWF
causes a determination of the process of platelets aggregation, and (4) a positive changing of vWF’s concentration can be

used as a prognostic indicator of a negative changing of platelets count..
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PENDAHULUAN

Insidensi dan penyebaran penyakit demam berdarah
dengue (DBD) semakin meningkat dan meluas dari tahun
ke tahun (1). Selain berdasarkan kriteria WHO, diagnosis
DBD perlu dikonfirmasi dengan penemuan IgM anti dengue
positif atau isolasi virus dengue (2,3,4,5). Perdarahan yang
terjadi pada penderita DBD akibat agregasi trombosit dapat
berkembang menuju DIC dan dapat berakhir dengan
kematian (6,7,8). Perkembangan perdarahan tersebut sulit
diprediksi dan jika hal itu diketahui, perjalanan penyakit
sudah pada tingkat lanjut. Oleh karena itu pengungkapan
pengaruh perubahan kadar molekul agregasi vonWillebrand
factor, Prostaglandin I, (VWF, PGI,) terhadap kejadian
agregasi trombosit yang menyebabkan trombositopenia
pada penderita DBD dapat digunakan sebagai prognostik
indikator perdarahan akibat trombositopenia pada penyakit
DBD.

Trombositopenia pada penderita DBD diduga terjadi
melalui mekanisme kompleks imun yang didapatkan pada
permukaan trombosit (9,10) dan akibat penurunan produksi
trombosit olen sumsum tulang, peningkatan destruksi
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trombosit di reticulo endothelial system (RES), serta
agregasi trombosit akibat endotel yang teraktivasi (11).
Endotel vaskuler yang teraktivasi akibat infeksi virus dengue
memberi peluang kepada trombosit dalam sirkulasi
pembuluh darah untuk berinteraksi dengan kolagen dalam
lapisan sub-endotel yang kemudian memicu agregasi
trombosit dan bermuara pada trombositopenia (9,12). Para
peneliti telah membuktikan bahwa pada penderita
aterosklerosis dan trombosis peningkatan produksi molekul
protrombosis VWF dan penurunan produksi molekul
antitrombosis PGl, oleh endotel yang teraktivasi memicu
agregasi trombosit (13,14,15,16,17,18). Diduga agregasi
trombosit pada penderita DBD juga dipicu oleh perubahan
kadar VWF dan PGl, akibat endotel yang teraktivasi oleh
sitokin yang dihasilkan oleh monosit yang mengandung
virus DBD dan T helper-1 (TH-1) yang berfungsi sebagai
stress cells. Pada penderita DBD, peran sitokin terutama
tumor necrotizing factor-c« (TNFav), interleukin-13 (IL-1B),
dan interleukin-6 (IL-6) dalam menyebabkan aktivasi
endotel (12,19,20,21,22) telah diungkap, tetapi perubahan
kadar sitokin dan perubahan kadar molekul agregasi akibat
endotel yang teraktivasi pada berbagai tingkat
trombositopenia belum pernah diungkap. Dengan demikian
tujuan penelitian ini adalah: Membuktikan perbedaan
perubahan kadar TNFa., IL-1B, IL-6, VWF, dan PGI, pada



berbagai tingkat trombositopenia penderita DBD pada
pemeriksaan hari 1-2 dan hari 2-3.

METODE

Penelitian prospective-observasional dilakukan kepa-
da penderita DBD yang dilibatkan dalam penelitian ini.
Setiap hari sejak hari pertama sampai dengan hari ketiga
perawatan dilakukan pengukuran kadar IL-1B, IL-6, dan
VWF dalam serum, pengukuran kadar TNFo dan PG,
dalam plasma sitrat, dan pengukuran jumlah trombosit
darah tepi. Deteksi IgM dan IgG anti dengue dikerjakan
pada hari ke-5 perawatan. Data yang diperoleh dikelompok-
kan ke dalam perubahan data yang diamati pada hari
pertama dan ke-2, dan perubahan data yang diamati pada
hari ke-2 dan ke-3 untuk kemudian dilakukan analisis
multivariat dan diskriminan terhadap perubahan berbagai
variabel penelitian dalam ke-2 kelompok tersebut.

Populasi, Sampel dan Bahan Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah semua penderita
yang didiagnosis sebagai DBD berdasarkan kriteria WHO
yang dirawat di bangsal lImu Kesehatan Anak dan lImu
Penyakit Dalam Rumah Sakit Umum Daerah dr. Soetomo
Surabaya dan Rumah Sakit Umum Daerah dr. Saiful Anwar
Malang, serta yang dirawat di berbagai Rumah Sakit
swasta (Panti Waluya, Panti Nirmala, dan Lavallette) di
Malang.

Sampel atau penderita yang selanjutnya dilibatkan
dalam penelitian ini adalah populasi yang memenuhi kriteria
jika dikonfirmasi dengan dengue fever rapid test, tidak
mendapat pengobatan imunosupresif sebelum dan selama
penelitian berlangsung, dan penderita atau orang tua
penderita menyatakan bersedia dilibatkan dalam penelitian.
Selain itu penderita juga bebas dari hipertensi, diabetes
mellitus, hamil, trauma, rokok, riwayat diatesis hemoragika
dan tindakan pembedahan.

Bahan yang dipakai dalam penelitian ini adalah
darah yang diambil dari vena setiap sampel, larutan natrium
sitras, EDTA cair, berbagai reagen khusus untuk keperluan
pemeriksaan IgM, IgG, TNFa,, IL-1B, IL-6, VWF dan PGl..

Identifikasi, Definisi Operasional dan Cara Pemeriksaan
Variabel Penelitian

Dalam penelitian ini, sitokin (TNFa, IL-1[3, IL-6) dan
molekul agregasi (VWF dan PGl,) ditempatkan sebagai
variabel independen, sedangkan hitung trombosit darah tepi
ditempatkan sebagai variabel dependen.

1. VWF (vonWillebrand factor): suatu high molecular
weight glycoprotein yang disintesis oleh sel endotel dan
dijumpai dalam peredaran darah. Pemeriksaan kadar
VWF dikerjakan melalui prosedur enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) dengan detection limit
0,5% vWEF,
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2. PGl (prostaglandin 15); derivat yang disekresi oleh
endotel, dibentuk dari arachidonic acid yang mengalami
proses cyclooxygenases dan dijumpai dalam peredaran
darah. Pemeriksaan kadar PG, juga dikerjakan dengan
menggunakan prinsip ELISA.

3. TNFa (Tumor Necrotizing Factor o): suatu jenis sitokin
yang terutama diproduksi oleh fagosit mononuklear
yang teraktivasi dan menstimulasi endotel untuk
mengekspresikan molekul agregasi. Pemeriksaan
kadar TNFa dikerjakan dengan menggunakan
quantikine high sensitivity human TNF « immunoassay
dengan kepekaan antara 0,06 pg/mL - 0,32 pg/mL
(rata-rata 0,12 pg/mL).

4. IL-1B (Interleukin-1B): suatu jenis sitokin yang terutama
diproduksi oleh fagosit mononuklear yang teraktivasi
dan menginduksi molekul agregasi yang dilepas oleh
endotel. Pemeriksaan kadar IL-13 dikerjakan dengan
menggunakan quantikine high sensitive human IL-153
immunoassay dengan kepekaan kurang dari 0,1 pg/mL.

5. IL-6 (Interleukin-6): suatu jenis sitokin yang diproduksi
oleh fagosit mononuklear dan endotel yang teraktivasi
dan menstimulasi pertumbuhan antibodi humoral.
Pemeriksaan kadar IL-6 dikerjakan dengan mengguna-
kan quantikine high sensitive human IL-6 immunoassay
dengan kepekaan kurang dari 0,094 pg/mL.

6. 1gG (immunoglobulin G) dan IgM (immunoglobulin M)
anti dengue: jenis molekul glikoprotein yang diproduksi
oleh limfosit B yang mengikat antigen (virus DBD).
Keduanya berbeda dalam hal struktur heavy chain
constant regions-nya. Pemeriksaan IgM dan IgG anti
dengue dikerjakan dengan menggunakan dengue fever
rapid test.

7. Trombositopenia: keadaan di mana jumlah trombosit
darah tepi < 100.000 per mm3. Pemeriksaan ini
dikerjakan dengan menggunakan piranti haematology
automatic analyzer yang bertumpu pada prinsip
impedancy.

8. Perubahan kadar adalah besar satuan kadar berbagai
molekul yang tidak sama dari waktu ke waktu selama
penelitian berlangsung.

Cara Analisis Data Penelitian

Untuk menentukan perubahan berbagai variabel
penelitian dalam pengamatan sekuensial selama 3 hari
tersebut, dilakukan perhitungan delta terhadap setiap
variabel penelitian antara pengamatan hari pertama dan ke-
2 (P 1-2), dan antara hari ke-2 dan ke-3 (P 2-3). Untuk
menentukan variabel pembeda yang paling dominan
dilakukan analisis diskriminan.
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HASIL PENELITIAN

Perubahan Sitokin dan Molekul
Pengamatan 1-2 dan Pengamatan 2-3

Dalam penelitian ini dilibatkan 22 penderita DBD
yang memenuhi kriteria penelitian. Sejalan dengan tujuan
penelitian, dilakukan perhitungan perubahan (delta, selisih)
antara masing-masing variabel penelitian (hitung trombosit
darah tepi, kadar TNFa,, IL-6, IL-1B, VWF dan PGl,) yang

Agregasi pada

diperoleh pada pengamatan hari pertama dan ke-2 (P 1-2)
dan perhitungan perubahan antara masing-masing variabel
penelitian yang diperoleh pada pengamatan hari ke-2 dan
ke-3 (P 2-3). Dengan demikian diperoleh 2 kelompok data
penelitian, yaitu kelompok data penelitian P 1-2 dan P 2-3.
Rerata dan standar deviasi berbagai variabel penelitian
pada P 1-2 dan P 2-3 dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rerata dan Standar Deviasi Delta Berbagai Variabel Penelitian Pada P 1-2 Dan P 2-3

Kelompok
Variabel P1-2 P 2-3
Rerata Stand.dev Rerata Stand.dev
D-Tromb -18818,18 24627,9678 -50681,82 37950,3264
D-TNFo 2,3873 14,3893 -2,2900 9,0557
D-IL-1B -6,84E-02 1,1610 -0,7514 1,3652
D-IL-6 1,0768 8,9789 1,1059 5,9315
D-VWF -3,5909 46,7879 24,4545 38,1959
D-PGI2 -0,2041 0,5601 -1,23E-02 0,5392
Keterangan:
D: Delta

Hasil analisis multivariat terhadap perubahan ke-6 variabel penelitian pada P1-2 dan P 2-3 menunjukkan Wilks
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Lambda = 0.638 dengan p=0.008. Ini berarti ada perbedaan sitokin dan molekul agregasi pada ke-2 kelompok
tersebut. Variabel pembeda yang paling kuat adalah trombosit (F=10.913 dengan p=0.002) dan vWF (F=4.743
dengan p=0.035) dengan koefisien fungsi diskriminan Fisher sebagaimana nampak pada Tabel 2. Hasil analisis
lebih lanjut menunjukkan bahwa kekuatan pembeda ke-2 variabel tersebut adalah sebesar 70.5%.

Tabel 2. Koefisien Fungsi Diskriminan Fisher pada P 1-2

dan P 2-3
Kelompok
Variabel P1-2 P 2-3
D-Tromb -1,839E-05 -5,313E-05
D-VWF -1,463E-05 1,905E-02
(konstan) -0,866 2,273
Keterangan:

D- : Delta atau selisih perubahan besaran nilai sesuatu variable
yang diperoleh pada pengukuran hari pertama dan hari
berikutnya. Jika besaran nilai variable pada hari berikutnya lebih
besar daripada hari sebelumnya, maka selisih perubahan tersebut
ditandai dengan (-) atau negative. Sebaliknya, jika besaran nilai
variable pada hari berikutnya lebih kecil daripada hari sebelumnya
maka selisih perubahan tersebut tanpa ditandai dengan (-).

E-02 : Simbul yang menunjukkan tingkatan presisi yang
digunakan dalam proses perhitungan; jumlah digit tidak dicetak
melainkan disimpan dalam memory komputer. Nilai -6.84E-02
artinya -0.0684; -1.839E-05 artinya -0.00001839

Pola Variabel Trombosit dan vWF pada Pengamatan 1-2
dan Pengamatan 2-3

Pola variabel trombosit dan VWF pada P 1-2 dan P 2-
3 dikerjakan dengan memasukkan nilai rerata trombosit dan
vWF sebagaimana nampak pada Tabel 3 di masing-masing
kelompok ke dalam fungsi diskriminan Fisher yang sesuai
sehingga diperoleh skor diskriminan yang digunakan
sebagai basis penyusunan pola variabel trombosit dan vWF
seperti nampak pada bagan 1.

Tabel 3. Rerata dan Standar Deviasi Variabel Trombosit
dan vWF pada P 1-2 Dan P 2-3

Kelompok
Variabel P1-2 P 2-3
Rerata  Stand.dev Rerata Stand.dev
Tromb 0,3461 04529 2,6927 2,0163

VWF 5,253E-05 6,845E-04 0,4659  0,7276
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2,51

1,51

OD-Trombo
OD-vWF

P(1-2)

P(2-3)

Bagan 1. Pola Perubahan Peran Trombosit dan vWF pada P1-2 dan P2-3 Terhadap Kejadian Agregasi Trombosit

DISKUSI

Dalam penelitian ini ditemukan jumlah trombosit
paling rendah pada pengamatan hari pertama dan paling
tinggi pada pengamatan hari ke-3. Ini berarti jumlah
trombosit yang mengalami agregasi pada awal penyakit
cukup banyak dan makin berkurang sejalan dengan
kesembuhan penyakit.

Kadar TNFa ditemukan menurun pada pengamatan
hari ke-2 dan meningkat pada hari ke-3. Kadar TNFa yang
ditemukan dalam jumlah besar pada fase awal penyakit
DBD nampaknya berperan sebagai stresor terhadap
endotel untuk mensekresi sejumlah  besar molekul
proagregasi VWF. Penurunan kadar TNFow dan kenaikan
jumlah trombosit menunjukkan penyakit DBD sedang
menuju kesembuhan.

Kadar IL-1B ditemukan meningkat pada pengamatan
hari ke-2 dan 3. Secara teoretik peningkatan kadar sitokin
menyebabkan aktivasi sel endotel yang diikuti oleh sekresi
molekul agregasi VWF dan penurunan jumlah trombosit.
Dalam penelitian ini peningkatan kadar TNFou dan IL-13
yang ditemukan pada fase penyembuhan penyakit justru
diikuti oleh penurunan kadar vVWF dan kenaikan mencolok
jumlah trombosit. Kombinasi TNFa dan IL-1 tidak secara
signifikan memicu sekresi molekul vVWF dari endotel, namun
penambahan trombin ke dalam kombinasi tersebut
menghasilkan potensiasi sekresi VWF sebesar tiga kali
(23,24). Diduga peningkatan kadar TNFo dan IL-1f3 pada
fase penyembuhan penyakit yang diikuti oleh penurunan
kadar vVWF disebabkan oleh kehadiran trombin pada fase ini
tidak cukup banyak untuk membentuk kombinasi dengan
TNFa dan IL-1 dalam memicu sekresi molekul vWF.
Sedangkan kadar TNFa dan vWF yang ditemukan dalam
jumlah besar pada fase awal penyakit diduga disertai

dengan kehadiran trombin dalam jumlah cukup (dalam
penelitian tidak diukur).

Kadar IL-6 ditemukan meningkat pada pengamatan
hari ke-2 dan 3. Peningkatan kadar IL-6 dihubungkan
dengan berat penyakit yang ditandai dengan demam tinggi
(25) diduga terjadi melalui induksi fase akut protein dalam
hati yang dikenal dengan molekul pirogen. Hal tersebut
terjadi pada keadaan sepsis akibat infeksi bakteri, sedang
pada DBD IL-6 memberi dampak yang ringan (26). Pada
penelitian ini juga tidak nampak peran IL-6. Hal tersebut
karena peningkatan kadar IL-6 masih berada dalam batas
normal. Bertolak dari kajian di depan, dalam penelitian ini
tidak ditemukan peran signifikan sitokin (TNFa, IL-13, IL-6)
dalam mekanisme agregasi trombosit.

Pola peningkatan PGl, dalam penelitian sekuensial
ini diikuti oleh pola peningkatan trombosit pada fase menuju
kesembuhan. Artinya, peningkatan PGl diikuti oleh
penurunan proses agregasi trombosit. Temuan ini
mengisyaratkan perlunya dipertimbangkan pemberian PG,
pada penderita DBD dengan kecenderungan penurunan
jumlah trombosit.

Secara teoretik, peningkatan kadar vWF diikuti oleh
penurunan jumlah trombosit dan sebaliknya. Namun dalam
penelitian ini, ditemukan fase di mana peningkatan kadar
VWF diikuti oleh peningkatan jumlah trombosit. Dalam
keadaan teraktivasi secara akut, endotel mensekresi
molekul vVWF polimer dan molekul vVWF propeptide (27,28).
Dalam proses agregasi, molekul VWF polimer mempunyai
kemampuan lebih tinggi dibandingkan dengan molekul vVWF
propeptide. Dalam penelitian ini nampaknya VWF yang
disekresi pada fase awal DBD mempunyai kualitas yang
lebih baik dibandingkan dengan kualitas vWF yang
disekresi pada fase berikutnya sehingga peningkatan kadar
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VvWF tidak diikuti oleh peningkatan agregasi trombosit atau
penurunan jumlah trombosit.

Pada fase penyembuhan ditemukan penurunan
kadar VWF, peningkatan kadar PGl, dan peningkatan
jumlah trombosit. Kejadian tersebut menunjukkan bahwa
penurunan kadar vWF dan peningkatan kadar PG,
berperan dalam penurunan dan penghentian proses
agregasi trombosit. Kejadian ini bersama-sama dengan
pelepasan trombosit baru dari sumsum tulang berakhir pada
peningkatan hitung trombosit darah tepi.

Penurunan kadar vVWF menyebabkan peningkatan
pelepasan sitokin khemotaktik IL-8 (29). Kehadiran sitokin
khemotaktik famili C-X-C chemokine yang diwakili oleh IL-8
dan famili C-C chemokine yang diwakili oleh monocyte
chemotactic peptide-1(MCP-1) ditemukan pada proses
inflamasi yang melibatkan netrofil dan limfosit (30,31).
Dalam famili C-X-C chemokine dikenal sitokin khemotaktik
stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) dan pada trombosit
ditemukan reseptor SDF-1 (32). Jika reseptor tersebut
berinteraksi dengan sitokin khemotaktik golongan C-X-C
maka trombosit akan mengalami aktivasi. Oleh karena IL-8
termasuk golongan C-X-C chemokine maka IL-8 dapat
berinteraksi dengan trombosit melalui reseptor SDF-1.

Penurunan kadar vWF yang dikuti oleh peningkatan
jumlah trombosit nampaknya berlangsung melalui pengaruh
khemotraktan IL-8, bukan melalui pengaruh trombopoeitin
(TPO). Diduga peningkatan kadar IL-8 meningkatkan
khemotaktik trombosit melalui reseptor SDF-1 sehingga
sumsum tulang melepaskan trombosit ke darah tepi dan
terjadi peningkatan trombosit darah tepi secara cepat.

KESIMPULAN

Berdasarkan temuan dan diskusi dalam penelitian ini,
kesimpulan yang dapat dikemukakan adalah:

1. Sitokin TNFa, IL-1P dan IL-6 tidak menunjukkan peran
yang signifikan pada mekanisme agregasi trombosit.

2. Infeksi virus DBD menimbulkan respons imun (monosit,
TH-1 dan TH-2) dengan akibat terjadi peningkatan
kadar TNFa, IL-1 dan IL-6 yang selanjutnya
merupakan stresor terhadap sel endotel. Akibat dari
endotel yang terjejas akan disekresi molekul VWF dan
PGl,. Pada keadaan di mana molekul vWF
memfasilitasi agregasi trombosit, maka seperti nampak
pada pola pengamatan 1-2, jumlah trombosit akan
menurun.

3. Selanjutnya pada pengamatan 2-3 di mana terjadi
perubahan berupa peningkatan menyolok hitung
trombosit, nampak bahwa perubahan molekul vWF
memberikan kontribusi positif yang berarti proses
agregasi trombosit berhenti.

4. Perubahan positif molekul vWF dapat digunakan
sebagai prognostik indikator terhadap perubahan
negatif hitung trombosit.

SARAN

Saran yang dapat dikemukakan adalah:

1. Penelitian empirik untuk mencegah agregasi trombosit
dengan pemberian molekul antibodi-anti VWF diikuti
pemberian molekul PGl, pada penderita DBD fase akut
dengan kecenderungan trombositopenia.

2. Pemeriksaan kadar sitokin dan molekul agregasi perlu
dilakukan secara sekuensial terhadap penderita DBD
segera setelah dugaan diagnosis DBD ditetapkan dan
dalam kurun waktu lebih dari 3 hari pengamatan.

3. Untuk membuktikan peran trombin dalam kombinasi
dengan TNFa dan IL-1B dalam meningkatkan sekresi
VWF oleh endotel, diperlukan penelitian yang
melibatkan trombin sebagai salah satu variabel.
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