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ABSTRACT

INTERLEUKIN-8 (IL-8) SECRETION

AND RELATION WITH THE SEVERITY OF DENGUE INFECTION

Elevation of IL-8 was found in many viral infection include dengue infection and related to the increases of illness

gradation. The aim of study is to know the secretion of IL-8 and the relation with the severity of the disease that caused by dengue

viral infection that hospitalized at Sanglah hospital. There were 58 patients that diagnosed with dengue haemorrhagic fever based

on WHO criterion. Those samples consist of 38 patients of DHF grade I (mild) and 20 patients of DHF grade II, III and IV

(severe). Serum was taken and then the level of IL-8 was examined by ELISA method with microplate reader in 450 nm wave

length (bioMerieux Reader 250). The data was analize statistically with non parametric measurement. The result showed that

there were significant differences of IL-8 level between healthy people (control) and samples, and between mild and severe

patients. We conclude that increase of IL-8 level related to severity of  dengue viral infection.
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PENDAHULUAN

Demam dengue dan demam berdarah dengue

merupakan penyakit virus endemis di negara-negara

tropis dan sub tropis. Penyakit ini disebabkan oleh empat

serotipe virus dengue yang ditularkan oleh nyamuk

Aedes aegypti. Virus dengue serotipe 3 merupakan

serotipe yang paling dominan dan erat hubungannya

dengan kasus yang berat bahkan kematian.1

           Infeksi virus dengue pada manusia

mengakibatkan suatu spektrum manifestasi klinis yang

bervariasi antara penyakit paling ringan (mild undiffer-

entiated febrile illness), demam dengue (DD), demam

berdarah dengue (DBD/dengue haemorrhagic fever) dan

demam berdarah dengue disertai renjatan (dengue shock

syndrome/DSS).2Gambaran klinis demam berdarah den-

gue berat antara lain perdarahan, hepatomegali dan

kebocoran plasma. Produksi sitokin dan aktivasi sel T

merupakan hal penting dalam patogenesis demam

berdarah dengue.3

Diperkirakan lebih dari 50 juta infeksi virus den-

gue terjadi di seluruh dunia setiap tahun.4Di Rumah Sakit

Sanglah selama 5 tahun (1997 – 2002) didapatkan 6906

kasus DD dan DBD, terbanyak pada awal tahun 2002

(Januari – April, 2379 kasus) atau terjadi peningkatan

sekitar sepuluh kali lipat dibandingkan periode yang
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sama tahun sebelumnya.5 Penelitian oleh Mahendra et

al.6 pada bulan April 2001 – Maret 2002 didapatkan 1830

pasien DBD, sebanyak 9 kasus datang dengan grade 4,

sebanyak 7 diantaranya meninggal (case fatality rate

0,38%).

           Infeksi virus dengue in vitro pada sel myeloid

ataupun sel endotel manusia dilaporkan dapat memicu

sekresi berbagai khemokin seperti MIP-1α, MIP-1b dan

interleukin-8.7 Pasien dengan infeksi dengue akut

dilaporkan mengalami peningkatan ekspresi gen

khemokin dalam darah perifer. Hal ini diduga

berkontribusi pada inflamasi dan patogenesis penyakit,

akan tetapi mekanismenya belum jelas. Peningkatan

kadar khemokin dalam sirkulasi berkontribusi terhadap

patogenesis penyakit dengue.8

Peningkatan kadar interleukin-8 (IL-8) ditemu-

kan pada berbagai infeksi virus termasuk dengue.

Peningkatan kadar IL-8 dalam serum dan RNA IL-8

dalam monosit berkaitan dengan peningkatan keparahan

demam berdarah dengue. Hal ini menunjukkan bahwa

IL-8 kemungkinan memegang peranan penting dalam

peningkatan derajat keparahan dan bahkan kematian.

Koagulopati intravaskuler yang ditemukan pada demam

berdarah dengue kemungkinan juga merupakan efek dari

IL-8. Kadar IL-8 lokal yang tinggi juga berkaitan den-

gan efusi pleura.9 Oleh karena itu perlu dilakukan upaya

untuk mencari hubungan antara derajat keparahan infeksi

dengue dengan kadar IL-8, sehingga hal ini dapat

menjadi indikator yang berguna untuk memperkirakan

dampak serius dari infeksi dengue.

BAHAN DAN CARA

Penelitian ini merupakan studi cross sectional

analitik yang dilakukan terhadap penderita infeksi

dengue yang dirawat di RS Sanglah. Populasi penelitian

adalah penderita infeksi dengue yang dirawat di RS

Sanglah Denpasar, yang memenuhi kriteria sebagai beri-

kut: (1) Penderita infeksi dengue yang ditegakkan

berdasarkan kriteria diagnosa kerja DBD menurut WHO

tahun 1997 dan hasil serologi dengue positif, (2) Dirawat

di RS Sanglah Denpasar dan (3) Bersedia ikut serta

dalam penelitian yang dinyatakan dengan informed con-

sent.

Perkiraan besar sampel minimal untuk penelitian

ini dihitung dengan rumus:

zα+ zβ 2

    N = 2 δ
2

µ1-µ2

Dari rumus tersebut diperoleh jumlah sampel

minimal yang harus dipenuhi sebesar 58 sampel. Cara

pemilihan sampel dilakukan secara konsekutif, di mana

semua subyek yang datang dan memenuhi kriteria

pemilihan dimasukkan dalam penelitian sampai jumlah

sampel yang diperlukan terpenuhi. Data yang diperoleh

dari penelitian dianalisa dengan uji nonparametrik

menggunakan komputer.

Darah kontrol dan pasien sebanyak 2 ml

ditampung dalam tabung dan disentrifus dengan

kecepatan 3000 rpm selama 15 menit untuk

mendapatkan serum. Serum disimpan pada suhu -20oC

sebelum dipergunakan.

Standard Diluent Buffer sebanyak 50 µl

dimasukkan ke dalam masing-masing well, kecuali well

untuk blanko dibiarkan kosong. Selanjutnya dimasukkan

50 µl standar (0; 31,2;62,5;125;250;500;1000 pg/mL),

serum kontrol dan serum pasien ke well yang sesuai dan

ditambahkan 50 µl biotinylated anti IL-8. Plate ditutup

dan diinkubasi pada suhu kamar selama 1,5 jam. Cairan

di dalam well dibuang dan dicuci sebanyak 4 kali

menggunakan washing buffer. Streptavidin-HRP

working solution sebanyak 100 µl dimasukkan ke dalam

masing-masing well kecuali well untuk blanko. Plate

ditutup kembali dan diinkubasi pada suhu kamar selama

30 menit. Cairan dibuang dan well dicuci sebanyak 4
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kali menggunakan washing buffer. Selanjutnya ke dalam

semua well ditambahkan 100 µl stabilized chromogen

dan diinkubasi pada suhu kamar dan tempat gelap selama

30 menit. Untuk menghentikan reaksi, ditambahkan stop

solution sebanyak 100 µl ke dalam semua well dan

dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 450 nm.

Pengukuran kadar IL-8 dilakukan dengan cara membuat

kurva standar kadar IL-8 terlebih dahulu.

HASIL

Pasien sejumlah 58 orang yang didiagnosa mende-

rita infeksi dengue berdasarkan diagnosa kerja menurut

WHO (1997) dan ditunjang hasil serologi dengue positif

dijadikan sampel dalam penelitian ini. Sampel tersebut

terdiri dari 38 pasien derajat ringan (DBD grade I) dan

20 orang pasien derajat berat (13 pasien DBD grade II,

6 pasien grade III dan 1 pasien grade IV). Orang sehat

yang dipergunakan sebagai kontrol negatif sebanyak 30

orang. Darah kontrol dan sampel diambil serumnya dan

diukur kadar IL-8 menggunakan metode ELISA.

Pada penelitian ini digunakan metode ELISA

untuk mengetahui kadar IL-8 dalam serum (kontrol

negatif maupun sampel). Plate yang telah dicoated de-

ngan anti IL-8 akan berikatan dengan  IL-8 dalam se-

rum dan direaksikan dengan anti IL-8 berlabel biotin

yang akan berikatan dengan streptavidin-peroksidase

dan selanjutnya ditambahkah kromogen sehingga

menghasilkan warna dengan intensitas yang berbeda.

Absorbansinya dibaca pada panjang gelombang 450 nm

dengan menggunakan microplate reader dan dibuat

kurva standar sehingga kadar IL-8 pada kontrol maupun

sampel dapat dihitung.

Kadar IL-8 pada serum kontrol negatif berkisar

antara 0,01 – 0,14 ng/mL dengan rata-rata 0,02 ng/mL.

Pada sampel derajat ringan (DBD grade I), kadar IL-8

berkisar antara 0,03 – 2,79 ng/mL dengan rata-rata 0,74

ng/mL. Kadar IL-8 pada derajat berat (DBD grade II,

III dan IV) berkisar antara 0,02 – 3,47 ng/mL dan rata-

rata 2,24 ng/mL  (tabel 1). Rata-rata kadar IL-8 pada

sampel (derajat ringan dan berat) menunjukkan nilai

yang lebih tinggi dibandingkan rata-rata kadar IL-8 pada

kontrol negatif dan rata-rata kadar IL-8 pada sampel

derajat berat lebih tinggi jika dibandingkan dengan rata-

rata kadar IL-8 pada sampel derajat ringan.

Kadar IL-8 dari kontrol, pasien derajat ringan dan

berat selanjutnya dianalisa dengan uji non parametrik

menggunakan program SPSS 11,5. Kadar IL-8 kontrol

negatif, derajat ringan dan berat menunjukkan perbedaan

nilai yang signifikan (P<0,05).  Perbedaan yang

signifikan juga ditunjukkan antara derajat ringan dan

berat. Hal ini menggambarkan bahwa peningkatan kadar

IL-8 berhubungan dengan tingkat keparahan penyakit

infeksi dengue.

Tabel 1. Kadar IL-8 pada kontrol negatif dan sampel

Kelompok                IL-8

Jumlah Kisaran Rerata

(ng/mL) (ng/mL)

Kontrol negatif 30 0,01- 0,14 0,02

Derajat ringan 38 0,03-2,79 0,74

Derajat berat 20 0,02-3,47 2,24

PEMBAHASAN

Infeksi virus dengue yang berat dapat

menyebabkan DBD atau DSS, suatu sindrom plasma

leakage yang potensial berakibat fatal. Salah satu

kejadian selama inflamasi adalah terjadinya vascular

leakage yang berhubungan dengan mediator-mediator

yang disekresikan oleh sel dalam sirkulasi. Respon imun

terhadap inflamasi menyebabkan perkembangan

penyakit ke arah berat. Limfosit, monosit dan makro-

fag, sel mast, sel endotel, sel hepar dan sel dendritik

merupakan target virus dengue dan sel-sel tersebut dapat
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menghasilkan sitokin setelah terjadinya infeksi virus

dengue. Interleukin-8, suatu sitokin dengan efek

proinflammatory, memiliki aktivitas chemoattractant,

disekresikan oleh berbagai macam tipe sel dan berperan

dalam inflamasi, penyembuhan luka, angiogenesis,

metastasis dan lymphoid trafficking. Peningkatan kadar

IL-8 ditemukan pada pasien dengan infeksi virus dengue

yang berat.10,11

Patogenesis infeksi dengue dapat dibagi ke dalam

dua kategori yaitu: (1) virus dengue memiliki sifat tertentu,

hal ini berkaitan dengan virulensi virus dan serotipe vi-

rus dengue, dan (2) manusia yang terinfeksi mengalami

suatu proses imunologi yang berakibat kebocoran plasma,

perdarahan dan berbagai manifestasi klinik. Pada berbagai

penyakit infeksi termasuk infeksi dengue ditemukan

peningkatan kadar IL-8. Peningkatan kadar IL-8 dalam

serum dan RNA IL-8 dalam monosit berkaitan dengan

peningkatan keparahan infeksi dengue. Hal ini

menunjukkan bahwa IL-8 kemungkinan memegang

peranan penting dalam peningkatan derajat keparahan dan

bahkan kematian. Koagulopati intravaskuler yang ditemu-

kan pada demam berdarah dengue kemungkinan juga

merupakan efek dari IL-8. Kadar IL-8 lokal yang tinggi

juga berkaitan dengan efusi pleura.9

Biffl et al.12 melaporkan bahwa plasma leakage

pada kasus DBD berkaitan dengan peningkatan kadar

berbagai sitokin dalam plasma. Interleukin-8

meningkatkan permeabilitas sel endotel.  Pasien den-

gan infeksi dengue akut menunjukkan peningkatan kadar

khemokin dalam darah atau cairan pleura dan ekspresi

gen khemokin dalam peripheral blood mononuclear

cells (PBMC). Hal ini diduga memberikan kontribusi

terhadap inflamasi dan patogenesis penyakit, meskipun

mekanisme induksi khemokin oleh virus dengue tersebut

belum dapat dijelaskan.11

KESIMPULAN

Kesimpulan penelitian ini adalah terdapat

perbedaan kadar IL-8 antara serum kontrol negatif, sam-

pel derajat ringan dan berat yaitu rata-rata kadar IL-8

pada kontrol negatif sebesar 0,02 ng/mL, pada sampel

derajat ringan 0,74 ng/mL dan pada derajat berat 2,24

ng/mL. Kadar IL-8 pada kontrol negatif lebih rendah

dibandingkan sampel dan pada derajat ringan lebih

rendah dibandingkan derajat berat. Perbedaan nilai ini

signifikan secara statistik (P<0,05), menunjukkan bahwa

peningkatan kadar IL-8 berhubungan dengan tingkat

keparahan penyakit infeksi dengue.
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