Majalah Kesehatan Volume 7, Nomor 2, Juni 2020

PERBEDAAN KADAR CALPROTECTIN DAN HUMAN BETA DEFENSIN 2 TINJA PADA
NEONATUS PREMATUR YANG MENDAPAT ASI, SUSU FORMULA, DAN KOMBINASINYA

Rusdian Niati Ningsih™, Putri Primawardani*, Eko Sulistijono**, Harjoedi Adji Tjahjono**
Abstrak

Insiden enterokolitis nekrotikan (EKN) berkisar 1-5% dari setiap 1000 kelahiran hidup dengan angka
kematian mencapai 20-30%. Pemberian nutrisi yang optimal dapat mengurangi masalah saluran cerna.
Penelitian ini bertujuan mengetahui kadar calprotectin sebagai protein inflamasi dan human B-defensin 2
(hBD-2) tinja sebgai peptida antimikroba pada neonatus prematur yang mengonsumsi ASI, susu formula,
maupun ASI dan susu formula. Penelitian ini terdiri dari 39 sampel yang memenuhi kriteria inklusi terbagi ke
dalam tiga kelompok yaitu neonatus prematur yang mengonsumsi ASI saja, susu formula saja, serta kom-
binasi ASI dan susu formula. Kadar calprotectin dan hBD-2 tinja diukur menggunakan metode ELISA. Hasil
menunjukkan rerata kadar calprotectin tinja secara signifikan lebih rendah pada kelompok neonatus prematur
yang mendapat ASI saja dibandingkan kelompok susu formula saja maupun kombinasi ASI dan susu formula
(p=0,00). Rerata kadar hBD-2 tinja secara signifikan lebih rendah pada kelompok neonatus prematur yang
mendapat ASI saja dibandingkan kelompok susu formula saja maupun kombinasi AS| dan susu formula (p =
0,00). Kesimpulannya, kadar calprotectin dan hBD-2 tinja neonatus prematur yang mengonsumsi ASI lebih
rendah dibandingkan kelompok susu formula maupun kombinasi ASI dan susu formula.

Kata kunci: calprotectin, human beta defensin 2, neonatus prematur, tinja.

THE DIFFERENCES OF FECAL CALPROTECTIN AND HUMAN R-DEFENSIN 2 LEVEL
IN PRETERM NEONATES WHICH GETS BREAST MILK, FORMULA MILK,
AND ITS COMBINATIONS

Abstract

The incidence of necrotizing enterocalitis is ranged 1-5% among 1000 birth rates with a mortality rate
reaching 20-30%. roviding optmal nutrition can reduce gastrointestinal problems. This study was aimed to
investigate the differences of fecal calprotectin and hBD-2 level in breast milk vs formula vs breast milk-
formula feeding infants in preterm neonates. There are 39 preterm neonates according to the inclusion criteria
were divided into three groups (breast milk, formula milk, and combination of breast milk-formula feeding
group). Fecal calprotectin and hBD-2 level were measured using ELISA method. This study showed that fecal
calprotectin level in the breast milk feeding group was significantly lower as compared to formula feeding
group and combination of breast milk-formula feeding group (p = 0.00). Fecal hBD-2 level in the breast milk
feeding group was significantly lower as compared to the formula feeding group and combination of the breast
milk-formula feeding group (p = 0.00). In conclusion, fecal calprotectin and hBD-2 level in breast milk feeding
group were significantly lower as compared to formula or breast milk-formula feeding group.

Keywords: calprotectin, fecal, human beta defensin 2, preterm neonates,.
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Latar Belakang

Kelahiran prematur terjadi pada +10%
kelahiran hidup di seluruh dunia. Insiden
sepsis neonatal terjadi pada 10-40% bayi
prematur (usia kehamilan ibu <37 minggu),
dan bukti klinis menunjukkan bahwa etiologi
patogen sepsis neonatal dapat terjadi karena
translokasi bakteri dari saluran pencernaan.'
Salah satu komponen kunci untuk meningkat-
kan angka harapan hidup pada neonatus
prematur adalah pemberian nutrisi yang opti-
mal. Namun, banyak neonatus prematur
memiliki masalah intoleransi diet yang
menyebabkan masalah saluran cerna. Strategi
yang telah terbukti mengurangi intoleransi
makanan pada neonatus prematur adalah
penggunaan air susu ibu (ASI).2

Salah satu upaya yang dapat dilakukan
untuk menurunkan angka morbiditas bahkan
mortalitas akibat infeksi saluran cerna yakni
deteksi dini bahkan sebelum munculnya gejala
klinis. Protein inflamasi dan peptida anti-
mikroba teridentifikasi selama minggu pertama
kehidupan, di antaranya adalah calprotectin
dan defensin. Calprotectin yang terdeteksi
dalam tinja merupakan bagian dari protein
inflamasi yang berperan protektif terhadap
infeksi.34 Defensin yang disekresi oleh epitel
(terutama saluran cerna) dan berhubungan
dengan reaksi inflamasi adalah human B-
defensin 2. Human B-defensin 2 (hBD-2)
terbukti memiliki efek protektif selama pera-
dangan dan apoptosis, serta mampu men-
stimulasi perbaikan epitel pada saluran cerna.s

Penelitian yang membandingkan pem-
berian nutrisi enteral dengan kejadian
inflamasi saluran cerna masih terbatas.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
kadar calprotectin dan hBD-2 tinja pada neo-
natus prematur yang mendapat ASI saja, susu
formula saja, maupun kombinasi AS| dan susu
formula pada usia empat belas hari.
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Bahan dan Metode

Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan
studi cross-sectional, dilakukan di ruang
neonatologi Rumah Sakit Umum Daerah Dr.
Saiful Anwar Malang dan Laboratorium Fisio-
logi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawija-
ya Malang. Penelitian ini telah disetujui oleh
Komisi Etik Penelitian Kesehatan Rumah Sakit
Umum Daerah Dr. Saiful Anwar Malang
dengan nomor surat: 400/244/K.3/302/2019.
Dalam penelitian ini menggunakan susu
formula dengan nilai kalori 82 kkal/100 mL dan
protein 2,1 gram/100 mL.

Populasi dan Subjek

Penelitian ini terdiri dari 39 sampel yang
terbagi dalam tiga kelompok yakni neonatus
prematur yang mengonsumsi ASI saja, susu
formula saja, serta kombinasi ASI dan susu
formula. Sampel diambil pada neonatus
prematur usia 14 hari. Pengambilan sampel
menggunakan spatula.

Kriteria inklusi dari subjek adalah neona-
tus prematur dengan usia kehamilan kurang
atau sama dengan 32 minggu; skor APGAR
>5 pada menit kelima; tanpa kelainan
kongenital, dan riwayat ibu tidak mengalami
chorioam-nionitis yang ditandai dengan
leukosit lebih dari 20.000/nL dan suhu tubuh
lebih dari 38 °C. Kriteria eksklusi dari subjek
adalah neonatus prematur dengan kelainan
kongenital maupun kelainan bedah saluran
cerna; neonatus pre-matur dengan kondisi
infeksi.

Persiapan Sampel Tinja

Sampel diambil dari tinja yang memenuhi
persyaratan pengambilan pada neonatus
prematur usia 14 hari, antara lain tabung
tempat sampel tinja bersih, pengiriman dalam
waktu kurang dari 30 menit dan dikirimkan
dengan menggunakan wadah khusus yang
dapat menjaga suhu stabil.6
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Sejumlah 10 cc buffer ditambahkan untuk
setiap 1 mg sampel, kemudian dihomogenkan
menggunakan vorteks selama 10 menit dan
disentrifus pada suhu 4 °C dengan kecepatan
3000 rpm selama 20 menit Supernatan yang
diperoleh diperiksa menggunakan metode
ELISA untuk menentukan kadar calprotectin
(E4010Hu, Bioassay Technology Laboratory)
dan hBD-2 (E1936Hu, Bioassay Technology
Laboratory), pada panjang gelombang 450 nm
untuk menentukan optical density (OD value).
Kadar calprotectin dan hBD-2 dikonversi dari
nilai absorbansi (OD value) menjadi konsen-
trasi menggunakan standard curve calprotectin
dan hBD-2.

Analisis statistik

Distribusi data kadar calprotectin dan
hBD-2 dianalisis menggunakan uji Shapiro-
Wilk. Uji komparatif untuk mencari perbedaan
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kadar calprotectin dan hBD-2 pada tiap
kelompok menggunakan metode parametrik
one-way ANOVA. Semua data dianalisis
menggunakan software SPSS versi 21 dengan
derajat kepercaayan o = 0,05.

Hasil

Karakteristik Sampel

Penelitian ini terdiri dari 39 sampel yang
terbagi dalam tiga kelompok yakni neonatus
prematur yang mengonsumsi ASI saja, susu
formula saja, serta kombinasi ASI dan susu
formula. Karakteristik 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) (Tabel 1).

Tabel 1. Karakteristik sampel penelitian

Karakteristik ASI s AS| dan Susu Formula
usu Formula

Jenis kelamin (n)

Laki-laki 6/13 413 4/13

Perempuan 713 913 913
US|a' kehamﬂan (minggu), 30 (25—32)
median (min—maks)

<28 2113 113 -

28—30 413 6/13 5/13

30—32 73 6/39 8/13
Berat lahir (gram), rerata (SD) 1553,8 (+430,7)  1459,7 (+406,5) 1010 (+506,4)
Panjang lahir, rerata (SD) (cm) 39,2 (+4,6) 39,5 (+2,9) 40,9 (+4,0)
Lingkar kepala lahir, rerata (SD) (cm 28,2 (+2,1) 27,8 (+1,7) 28,4 (+1,8)
Terapi oksigen (n) 6/13 73 513
Riwayat persalinan (n)

Normal 713 3/13 3/13

Sectio caesarian 6/13 1013 10/13
Riwayat kehamilan ibu (n)

Preeklampsia 313 4/13 6/13

Eklampsia - - 113

Ketuban pecah dini 313 6/13 6/13

Kehamilan gemeli 2/13 - -
Klinis (n)

Distres napas 6/13 6/13 6/13

Muntah 1013 9/13 9/13

Perut membesar 9/13 9/13 5/13
Penggunaan antibiotika (n) 713 913 11/13
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Tabel 2. Hasil uji komparatif kadar calprotectin dan hBD-2 tinja neonatus prematur

Variabel Penelitian Mean (SD) p-value
Calprotectin (ng/mL)
ASl saja 132,30 + 40,31
ASI dan susu formula 244 53 + 120,19 0,00
Susu formula saja 386,87 £ 139,89
Human R-defensin 2 (HBD-2) (ng/mL)
ASl saja 204,47 £ 40,63
ASI dan susu formula 351,66 + 38,19 0,00
Susu formula saja 375,73 £ 69,13

Setiap karakteristik dilakukan analisis meng-
gunakan Chi square didapatkan nilai p = 0,84
yang berarti tidak didapatkan perbedaan sig-
nifikan antara masing-masing kelompok.

Median usia kehamilan neonatus yang
menjadi sampel penelitian adalah 30 minggu
dengan rentang usia kehamilan 25 sampai 32
minggu. Rerata berat badan lahir pada kelom-
pok neonatus yang mengonsumsi AS| adalah
1553,8+430,7 gram, kelompok bayi yang me-
ngonsumsi ASI dan susu formula adalah
1459,7+406,5 gram, serta kelompok bayi yang
mengonsumsi susu formula yakni 1010+506,4
gram (p = 0,84).

Kadar Calprotectin dan Human B-Defensin 2

Rerata kadar calprotectin tinja secara
signifikan lebih rendah pada kelompok neona-
tus prematur yang mendapat ASI| saja
(132,30£40,31 ng/mL) dibandingkan kelompok
susu formula saja (386,87+139,89 ng/mL)
maupun kombinasi ASI dan susu formula
(244,53£120,19 ng/mL; p = 0,00). Rerata ka-
dar hBD-2 tinja secara signifikan lebih rendah
pada kelompok neonatus prematur yang
mendapat AS| saja (204,47+40,63 ng/mL)
dibandingkan kelompok susu formula saja
(375,73+69,13 ng/mL) maupun kombinasi ASI
dan susu formula (351,66+38,19 ng/mL; p =
0,00) (Tabel 2).

Pembahasan

Neonatus prematur adalah bayi yang lahir
pada usia kehamilan kurang dari 37 minggu.
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Dari 184 negara di dunia, prevalensi kelahiran
prematur berkisar dari 5-18% dari seluruh bayi
yang lahir.” Indonesia merupakan negara
kelima tertinggi di dunia dengan jumlah ke-
lahiran neonatus prematur sekitar 675.700 per
tahun.8 Neonatus prematur mempunyai risiko
yang lebih tinggi mengalami gangguan
perkembangan otak, gangguan pada jantung,
sistem pernapasan, gastrointestinal, serta
kekebalan tubuh. Apabila tidak diatasi dengan
baik, hal ini dapat berakibat pada kematian.®.10
Maka, dibutuhkan strategi untuk meningkatkan
angka harapan hidup dan memperbaiki luaran
jangka panjang pada neonatus prematur, salah
satunya yakni pemberian nutrisi optimal.!!
Penelitian ini bertujuan mengetahui kadar cal-
protectin dan hBD-2 tinja pada neonatus
prematur yang mengonsumsi ASI, susu formu-
la, maupun ASI dan susu formula.

Hasil menunjukkan tidak didapatkan per-
bedaan antara masing-masing kelompok pada
seluruh karakteristik dasar sampel penelitian
yang diamati baik karak-teristik neonatus (jenis
kelamin, cara persalinan, usia kehamilan, berat
badan lahir, panjang badan lahir, dan lingkar
kepala), maupun ibu (preeklampsia, eklampsia,
riwayat ketuban pecah dini, dan kehamilan
gemeli).

Pemberian ASI telah dikaitkan dengan
penurunan insidensi infeksi pada bayi, terma-
suk kejadian EKN yang merupakan salah satu
kasus darurat pada neonatus prematur.9.10,1213
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa pe-
ningkatan calprotectin tinja dapat memprediksi
terjadinya EKN.14.15.16
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Calprotectin - merupakan heterodimer
36,5 kDa yang terdiri dari satu rantai ringan
(MRP8) dan dua rantai berat (MRP14) (8 dan
14 kDa) dan termasuk S-100 family protein
pengikat kalsium.17.18 Calprotectin ditemukan
dalam sitoplasma granulosit neutrofil, mem-
bentuk sekitar 60% protein  sitosol,'
diekspresikan pada membran sel monosit dan
beberapa sel epitel mukosa,20.2! serta dapat
berpotensi sebagai tes skrining diagnostik
noninvasif untuk peradangan usus.3 Calpro-
tectin dapat dengan mudah diukur dalam tinja.
Konsentrasinya dalam tinja adalah sekitar
enam kali lipat dari plasma.2! Calprotectin tinja
telah dikaitkan dengan tingkat aktivitas
penyakit pada penyakit radang usus pada
orang dewasa dan anak-anak.2223.24.25

Pada penelitian ini didapatkan kadar
calprotectin tinja pada kelompok neonatus
prematur yang mendapat ASI| saja lebih
rendah dibandingkan kelompok susu formula
saja maupun kombinasi ASI dan susu formula.
Hasil ini sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Rugtveit dan Fagerhol (2002)
yang menyatakan kadar calprotectin tinja
ditemukan secara signifikan lebih rendah pada
bayi yang diberi ASI dibandingkan bayi yang
diberi susu formula.z6 Asgarshirazi et al.
(2017) juga melaporkan kadar calprotectin
tinja yang lebih tinggi secara signifikan pada
bayi bulan pertama dan keenam yang diberi
ASI eksklusif dibandingkan dengan mereka
yang diberi susu formula atau campuran.2” Hal
ini menunjukkan proses inflamasi di usus
secara signifikan lebih tinggi terjadi pada
kelompok bayi yang mengonsumsi susu for-
mula saja maupun kombinasi.28 Namun, hasil
yang bertentangan telah dilaporkan oleh
beberapa penelitian yaitu kadar calprotectin
tinja lebih tinggi pada bayi yang mendapat ASI
secara eksklusif, dan beberapa menunjukkan
tidak ada perbedaan antara neonatus prema-
tur yang mendapatkan ASI maupun susu for-
mula.29:30.31 Hal ini disebabkan oleh beberapa
faktor yang memengaruhi kadar calprotectin
tinja pada neonatus, seperti usia kehamilan,
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usia bayi, cara persalinan, pemberian antibio-
tik, mikrobiota usus, dan diet/nutrisi.3

Defensin  merupakan pertahanan lini
pertama dalam melawan infeksi. Defensin
yang disekresi pada epitel terutama saluran
cerna dan berhubungan dengan reaksi in-
flamasi yakni human B-defensin 2 (hBD-2).5
Pada penelitian ini didapatkan kadar hBD-2
tinja pada kelompok neonatus prematur yang
mendapat ASI saja lebih rendah dibandingkan
kelompok susu formula saja maupun kom-
binasi ASI dan susu formula. Hal ini didukung
oleh penelitian yang dilakukan Corebima et al.
(2019), dimana kadar hBD-2 tinja secara
signifikan lebih rendah pada bayi yang me-
ngonsumsi ASI dibandingkan kelompok yang
mengonsumsi kombinasi ASl-susu formula
maupun susu formula saja.2¢ hBD-2 terbukti
memiliki efek protektif selama peradangan dan
apoptosis, serta mampu menstimulasi per-
baikan epitel pada saluran pencernaan.s Pang
et al. (2014) melaporkan peningkatan hBD-2
pada mukosa kolon yang mengalami in-
flamasi.33 Hal ini sejalan dengan penelitian
oleh Campeotto et al. (2010) yaitu terjadi pe-
ningkatan hBD-2 mencerminkan kuatnya
respons imun intestinal sehingga bila terdapat
inflamasi saluran cerna yang berat akan
meningkatkan kadar hBD-2 dalam tinja.34 hBD
-2 pada ASI dapat membantu mempertahan-
kan imunitas usus bayi.35:36

Beberapa keterbatasan dalam penelitian
ini yaitu: (1). Sampel yang diperoleh secara
conse-cutive sampling dengan keterbatasan
waktu penelitian, hal ini dapat mempengaruhi
representasi sampel penelitian terhadap pop-
ulasi umum yang terbatas, (2). Masih didapat-
kan 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 noninfeksi) selama pengamatan dimana
memberikan risiko penularan bakteri noso-
komial yang berbeda.
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(3). Pengukuran parameter calprotectin dan
hBD-2 tinja hanya dilakukan satu kali pe-
ngukuran (usia empat belas hari), sehingga
tidak dapat diketahui pola perubahan kadar
calprotectin dan hBD-2 tinja bayi serta hu-
bungan antara kedua komponen, (4).
Penelitian ini tidak mengukur kadar calprotec-
tin dan hBD-2 pada ibu dan mekoneum,
sehingga tidak diketahui apakah variabilitas
karakteristk ~ selama  kehamilan  ibu
mempengaruhi proses inflamasi ketika hari
pertama kelahiran, (5). Mekanisme anti-
inflamasi juga diperankan oleh sitokin anti-
inflamasi lainnya yang terinduksi, sehingga
dapat memengaruhi kadar calprotectin dan
human B-defensin 2 yang dinilai, (6). Didapat-
kan perbedaan rata-rata berat badan antara
setiap kelompok (>1500 gram dan <1500
gram) dimana berat badan lebih rendah
memiliki risiko tinggi terjadinya inflamasi.

Kesimpulan

Kadar calprotectin dan hBD-2 tinja neo-
natus prematur yang mengonsumsi ASI lebih
rendah dibandingkan kelompok susu formula
maupun kombinasi ASI| dan susu formula.
Hasil menunjukkan bahwa konsumsi ASI
memiliki efek protektif terhadap inflamasi pada
neonatus prematur.
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