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Abstrak

Penggunaan kortikosteroid dosis rendah pada penatalaksanaan sepsis tahap awal masih diperdebatkan. Pemberian
kortikosteroid dosis rendah pada sepsis dapat mengurangi respons inflamasi sitemik, menghambat produksi
sitokin proinflamasi dan mediator inflamasi, serta menurunkan adhesi leukosit ke endotel. Pro-adrenomedullin
(pro-ADM) merupakan biomarker keparahan sepsis. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis efek penggunaan
kortikosteroid dosis rendah pada kadar pro-ADM serum pada mencit Balb/C model sepsis tahap awal. Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental laboratoris, dengan sampel 30 ekor mencit Balb/C jantan yang dibagi menjadi
kelompok kontrol, sepsis, dan sepsistkortikosteroid dosis rendah. Penelitian dilakukan di Laboratorium Histologi
dan Biomedik, Fakultas Kedokteran, Universitas Sebelas Maret Surakarta, selama periode April-September 2012.
Untuk membuat model sepsis, hewan coba diinokulasi lipopolisakarisa/LPS (E. coli) dosis 0,1 mg/mencit secara
intraperitoneal (i.p). Kelompok tikus kontrol tidak diinokulasi selama penelitian. Kortikosteroid dosis rendah yang
digunakan adalah metil prednisolon dosis 0,05 mg/mencit/12 jam secara i.p. Mencit kontrol tidak diinokulasi selama
penelitian. Kadar pro-ADM serum ditentukan menggunakan enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Uji
kadar pro-ADM serum menggunakan analysis of variance (ANOVA) dan untuk menentukan perbedaan kemaknaan
digunakan p<0,05. Kortikosteroid dosis rendah secara bermakna menurunkan kadar pro-ADM dibandingkan
dengan kelompok sepsis (33,0+2,9 pg/mL vs 48,5+6,1 pg/mL; p<0,001). Simpulan, penggunaan kortikosteroid
dosis rendah menurunkan kadar pro-ADM pada hewan coba model sepsis tahap awal. [MKB. 2014;46(2):68-72]
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Pro-adrenomedullin Level Reduction in Balb/C Sepsis Model Mice through
the Use of Low-Dose Corticosteroid

Abstract

Theuseoflow-dosecorticosteroidsinthe managementofearly stage of sepsisisstill debated. Low-dose corticosteroids
in sepsis can reduce the systemic inflammatory response, inhibit the production of pro-inflammatory cytokine,
inflammatory mediators, and decrease adhesion of leukocytes to the endothelium. Pro-adrenomedullin (pro-ADM)
is a biomarker of sepsis severity. This study aimed to analyze the effects of the use of low-dose corticosteroids on the
levels of pro-ADM in the serum in Balb/C mice model of sepsis at the early stage. This study was an experimental
research laboratory, with 30 male Balb/C mice which were divided into control, sepsis, and sepsis+low-dose
corticosteroids groups. The study was conducted at the Histology and Biomedical Laboratory, Faculty of Medicine,
Sebelas Maret University, Surakarta, during the period of April to September 2012. Sepsis was induced in the male
Balb/C mice by inoculation through an intraperitoneally (i.p) injection of lipopolysaccharide/LPS (E. coli) with 0.1
mg/mice/i.p. dose for sepsis mice model. Control mice were not inoculated during the study. Low-dose corticosteroids
used was methyl prednisolone at a dose of 0.05 mg/mice/12 hours/i.p. Pro-ADM serum level was measured with
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). One way analysis of variance (ANOVA) for pro-ADM serum level
and p<0.05 were used to determine the significant differences. Low-dose corticosteroids significantly decreased
pro-ADM level (33.0+2.9 pg/mL vs 48.5+6.1 pg/mL, p<0.001) compared to the sepsis group. In conclusion, the
use of low-dose corticosteroids reduce levels of pro-ADM in the early stages of sepsis. [MKB. 2014;46(2):68-72]
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Pendahuluan

Sepsis merupakan penyebab yang paling utama
kematian pada pasien kritis meskipun terapi
antibiotik dan resusitasi modern telah digunakan.
Respons septik merupakan rangkaian peristiwa
yang sangat kompleks, yang melibatkan proses
inflamasi dan antiinflamasi, reaksi humoral dan
seluler, serta kelainan peredaran darah. Produksi
sitokin inflamasi yang berlebihan sebagai hasil
dari aktivasi nuclear factor k-B (NF-xB) akan
menyebabkan aktivasi respons sistemik berupa
systemic inflammatory response syndrome (SIRS),
terutama pada paru-paru, hati, ginjal, usus, dan
organ lainnya yang memengaruhi permeabilitas
vaskular, fungsi jantung, dan juga menginduksi
perubahan metabolik sehingga terjadi apoptosis
maupun nekrosis jaringan, multiple organ failure
(MOF), syok septik, serta kematian.'

Mortalitas sepsis di Indonesia masih sangat
tinggi. Dari hasil penelitian yang dilakukan di
bagian Perinatal Intensive Care Unit/Neonatal
Intensive Care Unit (PICU/NICU) Rumah Sakit
Umum Daerah (RSUD) Dr. Moewardi Surakarta,
tingkat mortalitas sepsis 50,2%.? Penatalaksanaan
sepsis secara dini sangat memengaruhi morbiditas
dan mortalitas sepsis. Penggunaan kortikosteroid
dengan dosis rendah pada sepsis tahap awal
masih diperdebatkan. Kortikosteroid seawal-
awalnya direkomendasikan pada penatalaksanaan
sepsis, acute lung injury, acute respiratory
distress syndrome, dan refractory vasodilatory
shock. Penelitian lain sudah mengungkapkan
penggunaan kortikosteroid seawal-awalnya akan
meningkatkan infeksi nosokomial, polimikrobial,
dan jamur selama dirawat di rumah sakit sehingga
kortikosteroid meningkatkan risiko kematian
ataupun kecacatan pada pasien acute critical
illness.>*  Kortikosteroid dosis rendah (1-1,5
mg/kgBB/hari) menurunkan ekspresi NF-«B dan
kaspase-3 intestinal serta mortalitas pada mencit
yang diinduksi lipopolisakarida (LPS).

Terapi sepsis yang tepat secara dini merupakan
keadaan yang sangat penting dalam pengobatan
sepsis. Adrenomedulin (ADM) adalah peptida
yang diproduksi berbagai jenis jaringan selama
stres fisiologis dan memiliki fungsi pluripoten
termasuk vasodilator, antimikrob, dan aktivitas
antiinfamasi. Pengukuran kadar ADM mampu
membantu diagnosis, pemantauan, dan prognosis
sepsis. Pengukuran kadar ADM sebenarnya sulit
karena secara cepat hilang dari sirkulasi. Pro-
adrenomedulin (pro-ADM) sebagai prohormon
yang disekresikan mempunyai rasio molaritas
yang sama dengan ADM, dan memiliki waktu
paruh lebih panjang dibandingkan dengan ADM
matur. Hal ini mengindikasikan bahwa pro-ADM
lebih nyata dan memiliki korelasi positif dengan
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keparahan penyakit dan sebagai petanda untuk
diagnosis sepsis tahap awal.®’ Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis efek penggunaan
kortikosteroid dosis rendah terhadap kadar pro-
ADM serum pada mencit Balb/C model sepsis
tahap awal, sebagai dasar terapi adjuvan pada
sepsis tahap awal yang masih kontroversi.

Metode

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratoris, dengan sampel 30 ekor mencit Balb/C
jantan, dengan bobot £15-20 g, dan berumur 4—-6
minggu yang diperoleh dari Unit Pengembangan
Hewan Percobaan, Universitas Setya Budi,
Surakarta. Bahan makanan mencit dipergunakan
pakan mencit standar.

Penentuan besar sampel dengan menggunakan
rumus,? yaitu:

N [[z%mz ) gr

a

Keterangan:

n = besar sampel masing-masing kelompok

Z'»00 = nilai standar normal, yang besarnya
bergantung o

7B = nilainya bergantung 3 yang ditentukan
(berdasarkan tabel)

) = selisih antara rerata variabel terapi dan
kontrol yang diharapkan oleh peneliti

c = standar deviasi

Dengan rumus tersebut diperoleh minimal sampel
tiap kelompok adalah tujuh ekor mencit. Dalam
penelitian ini kami menggunakan 10 ekor mencit
untuk tiap kelompok karena risiko kematiannya
sangat tinggi sesuai persetujuan Komite Etik
Fakultas Kedokteran, Universitas Sebelas Maret,
Surakarta.

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Histologi dan Biomedik, Fakultas Kedokteran,
Universitas Sebelas Maret, Surakarta, selama
Januari sampai April 2012. Setelah diadaptasikan
selama seminggu, hewan coba dibagi menjadi
tiga kelompok dan juga masing-masing kelompok
terdiri atas 10 ekor. Kelompok I adalah mencit
tanpa diberikan perlakuan (sebagai kontrol),
kelompok II adalah mencit model sepsis, serta
kelompok III adalah mencit model sepsis yang
diberi kortikosteroid dosis rendah.

Kortikosteroid yang digunakan adalah metil
prednisolon dengan dosis 0,05 mg/mencit dua kali
seharisecaraintraperitoneal (i.p.). Untuk membuat
model sepsis, hewan coba diinokulasi LPS (E.
coli) dari Sigma Aldrich (Deisenhofen,Germany)
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dengan dosis 0,1 mg/mencit/i.p.” Pada hari ke-5,
mencit dikorbankan. Darah diambil dari jantung
diencerkan dengan ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) (EDTA:darah=1,5:1), kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 3.000 rpm, suhu
pada 37 °C selama 15 menit. Serum hasil koleksi
digunakan untuk pengukuran kadar pro-ADM
mempergunakan enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit sesuai dengan protokol yang
sudah dianjurkan dari pabriknya (Pharmingen,
San Diego, California, Amerika Serikat).

Data diolah dengan menggunakan analysis of
variance (ANOVA) atau alternatifnya; p<0,05
dipilih sebagai tingkat minimal signifikansinya
mempergunakan program SPSS for Windows
Release 15.

Hasil

Hasil penelitian ini memperlihatkan kadar pro-
ADM kelompok mencit kontrol adalah 27,5+1,1
pg/mL. Injeksi LPS dosis 0,1 mg/mencit/i.p,
secara bermakna (p<0,001) meningkatkan kadar
pro-ADM pada kelompok mencit sepsis, yaitu
48,5+6,1 pg/mL. Pemberian metil prednisolon
dosis 0,05 mg/mencit dua kali sehari i.p. pada
mencit model sepsis, secara bermakna (p<0,001)
menurunkan kadar pro-ADM menjadi 33,0+2,9
pg/mL.

Tabel Kadar Pro-ADM Masing-masing
Kelompok Perlakuan

Kadar pro-ADM

Kelompok .
(rata-ratatsimpang
Perlakuan baku) (pg/mL)
Kontrol 27,5+1,1
Sepsis 48,5+6,1
Sepsis+tkortikosteroid 33,0+£2.9
Pembahasan

Sepsis merupakan suatu sindrom klinis sebagai
manifestasi suatu proses inflamasi imunologik
yang terjadi karena respons tubuh (imunitas)
yang berlebihan terhadap rangsangan produk
mikroorganisme. Selama sepsis berat, terjadi
kegagalan migrasi neutrofil ke tempat infeksi,
yang memberikan kontribusi untuk penyebaran
infeksi dan berakibat peningkatan kematian.
Penurunan migrasi neutrofil berhubungan dengan
penurunan rolling dan adhesi neutrofil pada
sel endotel, menyebabkan kegagalan eliminasi
bakteri di tempat infeksi, meningkatkan jumlah
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bakteremia, meninggikan kadar sitokin/kemokin
serta mortalitas.'”

Pada penelitian ini diperlihatkan kelompok
yang diinjeksi LPS kadar pro-ADM meningkat
secara bermakna dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Hasil ini sesuai dengan penelitian oleh
de Kruif dkk.," bahwa injeksi LPS meningkatkan
kadar midregional pro-adrenomedullin (MR-
proADM). Pro-ADM memiliki korelasi positif
dengan keparahan penyakit dan sebagai petanda
diagnosis sepsis tahap awal.” Hasil penelitian Rui-
lan dan Fu-xin," dilaporkan pro-ADM pada pasien
sepsis secara bermakna meningkat dibandingkan
dengan pasien kritis noninfeksi. Kadar pro-ADM
pada hari pertama meningkat bermakna pada
pasien yang tidak selamat dibandingkan dengan
yang selamat. Hal ini menunjukkan bahwa pro-
ADM merupakan prediktor yang bagus untuk
keparahan suatu sepsis. Nilai ambang pro-ADM
adalah 0,80 ng/mL dengan spesifisitas 91%
dan sensitivitas 73% untuk prediktor kematian
pasien di intensive care unit (ICU)."> Mungkin
ada dua mekanisme yang bertanggung jawab
untuk peningkatan kadar pro-ADM pada sepsis,
yaitu sebagai anggota gen reseptor yang mirip
kalsitonin, pro-ADM diekspresikan secara luas
dan disintesis secara ekstensif selama sepsis dan
pembersihan pro-ADM oleh ginjal dan paru-paru
berkurang.'>!13

Penggunaan kortikosteroid dosis rendah pada
sepsis tahap awal meskipun masih diperdebatkan,
dalam keadaan syok septik (sepsis tahap lanjut),
efek kortikosteroid pada imunitas bergantung
pada kondisi sebelumnya dan dosis serta waktu
pemberiannya. Bukti efek kortikosteroid yang
menguntungkan pada infeksi adalah penurunan
petanda inflamasi. Penggunaan kortikosteroid
dosis rendah yang mempunyai efek antiinflamasi
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spektrum luas tanpa menyebabkan penekanan
sistem imun atau immunoparalysis, mungkin
merupakan suatu pilihan untuk mendapatkan
stabilitas hemodinamik. Titik tangkap pemberian
kortikosteroid dosis yang rendah pada sepsis,
yaitu dapat mengurangi respons inflamasi sitemik,
menghambat produksi sitokin proinflamasi,
menghambat produksi mediator inflamasi seperti
siklooksigenase-2, dan dapat menurunkan adhesi
leukosit ke sel endotel. Kortikosteroid mampu
memblok jalur inflamasi melalui sejumlah jalur,
antara lain kortikosteroid mampu menghambat
produksi prostaglandin melalui induksi dan
aktivasi annexin-1, induksi mitogen-activated
protein kinases (MAPK) fosfatase-1, dan juga
menekan transkripsi siklooksigenase-2.'

Hasil penelitian memperlihatkan pemberian
kortikosteroid dosis rendah pada hewan coba
model sepsis, menurunkan kadar pro-ADM secara
bermakna. Hasil ini sejalan dengan penelitian
de Kruif dkk.," bahwa pada percobaan dengan
pemaparan LPS pada manusia menunjukkan
pelepasan pro-ADM dihambat oleh prednisolon
yang bergantung terhadap dosis yang diberikan.
Pemberian prednisolon dengan dosis rendah pada
penelitian ini cukup untuk mengurangi pelepasan
dari biomarker inflamasi selama endotoksemia.
Efek pemberian prednisolon secara oral sebanding
dengan hidrokortison intravena.

Peranan NF-xB mengindikasikan terdapat
fungsi yang saling berlawanan. Di sisi lain, NF-
xB penting untuk pengaktifan gen proinflamasi,
yang penting untuk perbaikan inflamasi dan
perlindungan dari apoptosis. Pengaktifan NF-
kB in vivo yang berlebihan akan menyebabkan
kematian. Keadaan ini disebabkan pada tingkatan
selular pengaktifan nuclear factor k-B (NF-xB)
yang berlebihan mampu menghambat aktivasi
respons imun dan peningkatan kepekaan untuk
apoptosis.'s Hasil penelitian penulis sebelumnya
kortikosteroid dosis rendah (1-1,5 mg/kg BB/
hari), menurunkan ekspresi NF-xB dan kaspase-3
intestinal serta mortalitas pada mencit yang
diinduksi LPS.

Selain itu, hasil penelitian ini sejalan dengan
hasil penelitian oleh van den Berg dkk.,'® yang
melaporkan pemberian deksametason dengan
dosis rendah (0,05 mg/kgBB) meningkatkan
survival, namun penurunan parameter inflamasi
seperti kadar sitokin dan molekul adhesi dalam
plasma, paru, ginjal, maupun hati tidak begitu
kuat. Sebaliknya, pemberian deksametason dosis
sedang (0,25 mg/kgBB) ataupun deksametason
dosistinggi (2,5 mg/kgBB)bermakna menurunkan
respons inflamasi tetapi tidak mempunyai efek
untuk survival. Pemberian deksametason dosis
rendah juga bermakna menghambat bakteremia,
sedangkan dosis sedang dan dosis besar tidak
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menghambat bakteremia.'®

Simpulan, penggunaan kortikosteroid dosis
rendah menurunkan kadar pro-ADM serum pada
hewan coba model sepsis tahap awal.
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