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Abstrak . Sepsis adalah suatu sindroma klinik yang terjadi karena adanya respon tubuh yang
berlebihan terhadap rangsangan produk mikroorganisme. Pasien sepsis dengan infeksi bakteri
penghasil ESBL 57,4% terinfeksi E. coli, 21,35% terinfeksi Enterobacter sp, dan 21,3%
terinfeksi Klebsiella sp. Sepsis dapat diperberat oleh peningkatan kuman yang multiresisten
terhadap bermacam antibiotik, seperti E. coli ESBL dan K. pneumoniae carbapenemase (KPC).
Selama infeksi bakteri, faktor virulen diproduksi dan disekresikan dari patogen dan memicu
sinyal apoptosis. Penelitian mengenai caspase 3 dianggap penting, karena caspase 3
merupakan efektor caspase terpenting yang bertanggungjawab atas morfologi dan perubahan
biologis yang terlihat pada sel apoptosis. Jenis penelitian ini adalah true experimental dengan
rancangan penelitian post test only control group design. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ekspresi caspase 3 pada limpa mencit yang diinfeksi KPC adalah 65,25+12,69%, sedangkan
yang diinfeksi E. coli ESBL adalah 33,75%3,862%, hal tersebut diduga karena adanya kapsul
polisakarida yang mengelilingi KPC dan melindungi dirinya terhadap aksi fagositosis dan
bakterisidal serum yang dapat dianggap sebagai penentu virulensi paling penting dari KPC
dan menyebabkan mitokondria melepaskan ROS. Infeksi bakteri tersebut menyebabkan
mitokondria memproduksi ROS dan memicu pelepasan sitokrom c. Sitokrom ¢ akan memicu
caspase 9 untuk berikatan dengan efektor caspase 3, sehingga terjadi apoptosis

Katakunci:  Sepsis, ekspresi caspase 3, limpa tikus, Escherichia coli ESBL, Klebsiella
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1. Pendahuluan

Sepsis adalah keadaan darurat medis yang menggambarkan respons imunologis sistemik tubuh
terhadap proses infeksi yang dapat menyebabkan disfungsi organ stadium akhir dan kematian.
Meskipun ada kemajuan yang signifikan dalam pemahaman patofisiologi sindrom klinis ini, kemajuan
dalam alat pemantauan hemodinamik, dan tindakan resusitasi, sepsis tetap menjadi salah satu
penyebab utama morbiditas dan mortalitas pada pasien yang sakit kritis [1]. Insiden tahunan sepsis
berat dan syok septik di Amerika Serikat hingga 300 kasus per 100.000 orang. Sepsis juga merupakan
masalah perawatan kesehatan paling mahal di Amerika Serikat, terhitung lebih dari $ 20 juta (sekitar
5,2% dari total biaya rumah sakit) pada tahun 2011 saja [2]. Sepsis memiliki tingkat kejadian yang
tinggi, hal tersebut didukung oleh penelitian mengenai tingkat penyebaran sepsis di ICU RSUP Prof.
Dr. R. D. Kandou Manado yang mendapatkan hasil bahwa terdapat 27,08% penderita sepsis berat,
14,58% penderita syok septik, dan 58,33% penderita sepsis [3].

Namun, beban epidemiologis global sepsis sulit untuk dipastikan. Diperkirakan lebih dari 30
juta orang terkena sepsis setiap tahun di seluruh dunia, yang berpotensi menyebabkan 6 juta kematian
setiap tahun. Tingkat kematian akibat sepsis, sesuai dengan data dari Surviving Sepsis Campaign
2012, sekitar 41% di Eropa dibandingkan sekitar 28,3% di Amerika Serikat [4]. Namun perbedaan ini
menghilang ketika disesuaikan dengan tingkat keparahan penyakit [3]. Ini menyiratkan bahwa
kematian dalam sepsis bervariasi sesuai dengan karakteristik pasien juga. Sebuah studi multicenter di
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Australia dan Selandia Baru yang mencakup 101.064 pasien kritis menunjukkan bahwa angka
kematian dalam sepsis telah menurun selama bertahun-tahun dari sekitar 35% pada 2000 menjadi
sekitar 20% pada 2012 [1].

Sepsis merupakan masalah klinis yang penting meskipun telah terjadi kemajuan terapi. Sepsis
dapat diperberat oleh peningkatan kuman yang multiresisten terhadap bermacam antibiotik, sehingga
sangat diperlukan kombinasi antibiotik dalam penatalaksanaan sepsis. Spesies Enterobacteriaceae
patogen pada manusia memiliki jumlah strain resisten antibiotik yang banyak dan telah terdeteksi di
seluruh dunia. Resistensi antibiotik yang paling banyak ditemui pada Enterobacteriaceac adalah beta-
laktam, fluoroquinolones, aminoglikosida, dan baru-baru ini resistensi terhadap polymyxins juga telah
ditemukan. Resistensi beta-laktam adalah resistensi yang disebabkan oleh bakteri yang memiliki beta-
laktamase, sehingga mampu menghidrolisis antibiotik beta-laktam. Beta-laktamase yang paling
penting adalah sefalosporinase, misalnya Extended Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs) dan
carbapenemases, misalnya Metallo-Beta-Laktamases (MBLs), Klebsiella pneumoniae carbapenemases
(KPCs), dan enzim oxacillinase Oxa-48 [5]. Berdasarkan penelitian yang dilakukan di RSUP Dr.
Kariadi Semarang, diketahui bahwa dari 141 pasien sepsis dengan infeksi oleh bakteri penghasil
ESBL diantaranya 57,4% terinfeksi Escherichia coli, 21,35% terinfeksi Enterobacter sp, dan 21,3%
terinfeksi Klebsiella sp [60]. E. coli yang memiliki resistensi terhadap beta-laktam dinamakan dengan
E. coli ESBL, sedangkan K. pneumoniae yang memiliki resistensi terhadap carbapenem dinamakan
dengan K. pneumoniae carbapenemase. Selain memiliki enzim-enzim yang membuatnya resisten
terhadap antibiotik tertentu, E. coli ESBL dan K. pneumoniae carbapenemase memiliki endotoksin
berupa lipopolisakarida (LPS).

Telah ada evolusi yang nyata dalam pemahaman tentang patobiologi molekuler dan imunologi
sepsis. Sebelumnya diketahui bahwa manifestasi hemodinamik dari sepsis terutama terkait dengan
respon host hiperimun terhadap patogen tertentu [7] Namun, banyak penelitian yang bekerja pada
dasar molekuler sepsis telah mengungkapkan interaksi yang jauh lebih kompleks antara agen infeksi
dan host yang bersama-sama menghasilkan manifestasi sepsis yang heterogen [8]. Faktor kunci dalam
kematian sel spesifik organ adalah apoptosis. Pemahaman yang jelas tentang efek translokasi bakteri
terhadap memulai jalur apoptosis yang menginduksi Multiple Organ Failure Dysfunction Syndrome
(MODS) sangat penting untuk mengembangkan modalitas pengobatan yang efektif. Translokasi tidak
terjadi secara alami dan jalur apoptosis tetap tidak jelas [9].

Caspases adalah keluarga protease sistein yang memediasi kematian sel yang teregulasi,
termasuk apoptosis dan piroptosis [10]. Caspase-3, -7, dan -6 berfungsi sebagai caspases efektor
dalam apoptosis dan menginduksi eksternalisasi phosphatidylserine (PS), penyusutan sel, blebbing
membran, dan fragmentasi DNA dengan membelah apa yang disebut death substrate [11,12].
Penelitian mengenai caspase 3 dianggap penting, karena caspase 3 merupakan efektor caspase
terpenting yang bertanggungjawab atas morfologi dan perubahan biologis yang terlihat pada sel
apoptosis [13], walaupun caspase -7 dan -6 merupakan efektor caspase, namun letak jalur caspase
tersebut berada di awal, sehingga masih terdapat kemungkinan walaupun caspase tersebut
teraktivasi, namun akhirnya apoptosis gagal terjadi dikarenakan rilisnya protein Bcl-2 antiapoptosis
yang dapat menghambat apoptosis.

2. Pembahasan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan hasil bahwa ekspresi caspase 3 pada
limpa tikus dengan infeksi K. pneumoniae carbapenemase lebih tinggi daripada infeksi E. coli ESBL.
Berikut ini adalah data rerata dan simpangan baku ekspresi caspase 3 pada limpa tikus kelompok
kontrol, tikus yang diinfeksi E. coli ESBL, dan tikus yang diinfeksi K. prneumoniae carbapenemase
(Tabel 1).

Tabel 1. Data Rerata dan Simpangan Baku Ekspresi Caspase 3 pada Limpa Tikus dengan Perlakuan
Kontrol, Infeksi Escherichia coli ESBL, dan Infeksi Klebsiella pneumoniae carbapenemase (%)

Kelompok x+SD Median Max-Min
Kontrol (n=4) 4,25+0,5 4 5-4
E. coli ESBL (n=4) 33,7543,862 33,5 38-30
K. pneumoniae carbapenemase (n=4) 65,25+12,69 67 78-49
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Berdasarkan data pada Tabel 1, dapat diketahui bahwa ekspresi caspase 3 pada limpa
kelompok tikus yang diinfeksi K. pneumoniae carbapenemase memiliki nilai yang paling tinggi, yaitu
sebesar 65,25+12,69%, sedangkan ekspresi caspase 3 pada limpa tikus yang diinfeksi E. coli ESBL
adalah sebesar 33,75+3,862%. Ekspresi caspase 3 pada limpa tikus yang diinfeksi E. coli ESBL dan K.
pneumoniae carbapenemase dapat dilihat pada Gambar 1 dan 2.

Gambar 1. Ekspresi Caspase 3 Sel Limfosit pada Limpa Tikus yang Diinfeksi Escherichia coli ESBL
dengan Perbesaran 1000x (sitoplasma sel berwarna cokleat seperti yang ditunjukkan dengan tanda
panah)

Gambar 2. Ekspresi Caspase 3 Sel Limfosit pada Limpa Tikus yang Diinfeksi Klebsiella pneumoniae
carbapenemase dengan Perbesaran 1000x (sitoplasma sel berwarna cokleat seperti yang ditunjukkan
dengan tanda panah)
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah di lakukan, didapatkan bahwa peningkatan ekspresi
caspase 3 terjadi secara signifikan antara kelompok tikus yang diinfeksi E. coli ESBL dan yang
diinfeksi K. pneumoniae carbapenemase terhadap kelompok tikus kontrol. Fungsi dari limpa berpusat
pada sirkulasi sistemik. Limpa memiliki dua kompartemen yang secara fungsional dan morfologis
berbeda, yaitu pulpa merah dan pulpa putih. Pulpa merah adalah filter darah yang menghilangkan
bahan asing dan eritrosit yang rusak, selain itu juga merupakan tempat penyimpanan untuk zat besi,
eritrosit, dan trombosit. Limpa merupakan situs hematopoiesis pada tikus, terutama pada janin dan
neonatal animals. Limpa juga merupakan organ limfoid terbesar yang mengandung sekitar seperempat
dari limfosit dan memulai tanggapan kekebalan terhadap antigen yang ditularkan melalui darah [14].

Bacterial translocation (BT) adalah perjalanan mikroflora melalui lamina propria ke kelenjar
getah bening mesenterika lokal (MLN) dan ke organ lain, seperti hati dan limpa. Translokasi tidak
terjadi dalam kondisi normal. Dalam kondisi seperti terbakar, kelaparan, obstruksi usus, trauma bedah,
anestesi, obstruksi kandung empedu, dan syok, translokasi bakteri merusak fungsi sawar usus dan
struktur mukosa di saluran gastrointestinal (GI) [15]. Setelah translokasi, bakteri enterik masuk ke
sirkulasi sistemik dan menyebar ke seluruh tubuh, yang dapat menyebabkan sepsis, syok, kegagalan
multiorgan, dan kematian [16]. Kegagalan multiorgan adalah masalah utama karena kematian terkait.
Kegagalan organ multipel seringkali disebabkan oleh MODS [17]. Apoptosis juga merupakan faktor
penting dalam kematian sel spesifik organ dan kegagalan multiorgan. Dengan adanya translokasi
bakteri, khususnya pada sepsis, retardasi dan keterlambatan apoptosis neutrofil memperburuk respon
imun dan memperburuk kaskade yang menopang MODS [16].

Mikroorganisme translokasi yang paling umum adalah E. coli dan Klebsiella spp. Penanda
apoptosis: caspase 3, 8, dan 9 diaktifkan di usus kecil dan MLN. Bakteri umumnya menginduksi
apoptosis dengan sekresi inhibitor sintesis protein, produksi protein pori, dan aktivasi molekul, seperti
lipopolysaccharides (LPS), atau antigen super lainnya [18]. LPS yang merupakan komponen dari
dinding luar bakteri gram negatif seperti E. coli berikatan dengan LPS binding protein (LBP), protein
fase akut terlarut, LPS yang bergabung dengan LPB dapat menginduksi ekspresi CD14, ligan
penginduksi apoptosis terkait TNF dan TLR14, sehingga menstimulasi faktor transkripsi nuklir kappa
B (NF-xB) yang menghasilkan pelepasan banyak jenis faktor inflamasi dan zat toksik seluler.
Akibatnya, LPS merusak fungsi penghalang usus dengan mengaktifkan mediator kimia, yaitu
eikosanoid, interleukin-1, interleukin-6, TNFa, superoksida, dan oksida nitrat. Gangguan penghalang
usus menyebabkan kegagalan organ multipel.

Zat yang diturunkan dari patogen dengan sifat imunologis, seperti LPS, komponen dinding sel
bakteri Gram-negatif, telah terbukti menginduksi kondisi sepsis seperti in vivo. LPS menginduksi
produksi sitokin proinflamasi yang berlebihan, seperti TNF-a dan interleukin-6 (IL-6) yang
menyebabkan cedera jaringan inflamasi dan apoptosis [19]. Shinozaki [20] menunjukkan bahwa
penghambatan molekul proapoptosis caspase-3 dan ekspresi Bax dan Bim melemahkan disfungsi hati
dan limpa yang diinduksi LPS dan mengurangi mortalitas. Selain itu, telah ditunjukkan bahwa
inhibitor caspase dan penghambat reseptor kematian mencegah apoptosis limfosit dan meningkatkan
kelangsungan hidup pada sepsis [21]. TNF-a dapat menginduksi apoptosis pada berbagai sel tetapi
juga mengaktifkan jalur survival intraseluler spesifik melalui aktivasi NF-kB. NF-kB memiliki peran
penting dalam peradangan dan regulasi imun, tetapi juga pengaktifannya memulai jalur survival
intraseluler melalui regulasi anti-apoptosis Bcl-2, Bcl-X1, dan inhibitor apoptosis (IAP) ekspresi,
seperti survivin [22].

Peningkatan ekspresi caspase 3 pada limpa tikus yang diinfeksi K. pneumoniae
carbapenemase lebih tinggi jika dibandingkan dengan yang diinfeksi E. coli ESBL, hal tersebut dapat
dipengaruhi karena adanya perbedaan antigen yang dimiliki oleh K. pneumoniae carbapenemase
dengan E. coli ESBL. Kapsul K. pneumoniae carbapenemase terdiri dari antigen O yang merupakan
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liposakarida yang terdiri atas unit polisakarida yang berulang. Polisakarida O-spesifik mengandung
gula yang unik. Antigen O tahan terhadap panas dan alkohol. Antigen kedua adalah antigen K.
Antigen K berada di luar antigen O dan merupakan suatu capsular polysacharida. Antigen K dapat
mengganggu aglutinasi melalui antiserum O dan berhubungan dengan virulensi. Kedua antigen ini
meningkatkan patogenitas K. pneumoniae carbapenemase.

Mekanisme yang mendasari di balik disfungsi jaringan dan organ dalam sepsis adalah
penurunan pengiriman dan pemanfaatan oksigen oleh sel-sel sebagai akibat dari hipoperfusi.
Hipoperfusi terjadi karena disfungsi kardiovaskular yang terlihat pada sepsis. Akibatnya, ada
peningkatan glikolisis anaerob dalam sel yang menghasilkan produksi asam laktat. Selain itu, reactive
oxygen species (ROS) yang dihasilkan oleh respon inflamasi menyebabkan disfungsi mitokondria dan
penurunan kadar ATP. Mekanisme ini menyebabkan kerusakan pada tingkat sel. Perubahan yang lebih
luas yang dijelaskan di bawah ini yang terjadi pada jaringan dan organ secara kolektif dan kumulatif
berkontribusi banyak morbiditas dan mortalitas sepsis [24]. Ada perubahan signifikan pada
endotelium dengan gangguan fungsi penghalang, vasodilatasi, peningkatan adhesi leukosit, dan
pembentukan prokoagulan. Ini menghasilkan akumulasi cairan edema di ruang interstitial, rongga
tubuh, dan jaringan subkutan. Sepsis diketahui menghasilkan keadaan katabolik. Ada kerusakan otot
yang cepat dan signifikan untuk menghasilkan asam amino untuk glukoneogenesis yang akan memicu
sel-sel kekebalan. Selain itu, peningkatan resistensi insulin dapat menyebabkan keadaan
hiperglikemia.

Activated caspase 3 adalah efektor sentral dari apoptosis yang memotong dan menonaktifkan
sejumlah molekul yang berkontribusi terhadap morfologi khas apoptosis [25]. Peningkatan ekspresi
gen caspase 3 telah dijelaskan dalam sel-sel di bawah apoptosis [26]. Dalam kasus ini, jelas bahwa
setelah infeksi bakteri dan produksi ROS selanjutnya, tingkat mRNA caspase 3 meningkat untuk
memenuhi meningkatnya permintaan untuk pelaksanaan apoptosis.

3. Simpulan

Terjadi peningkatan ekspresi caspase 3 pada limpa tikus yang diinfeksi K. pneumoniae
carbapenemase yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan yang diinfeksi E. coli ESBL, hal tersebut
diduga dapat dipengaruhi karena adanya perbedaan antigen yang dimiliki oleh kedua bakteri tersebut,
sehingga kemungkinan apoptosis yang terjadi pada sel limfosit yang disebabkan oleh K. prneumoniae
carbapenemase akan lebih tinggi jika dibandingkan dengan yang diinfeksi E. coli ESBL.
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