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RINGKASAN 

 

MEKANISME KEMATIAN SEL EPITEL KORNEA OLEH KARENA INFEKSI 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA MELALUI ANALISIS EKSPRESI CASPASE-1, 

TNFα, RIPK1, RIPK3, CASPASE-3 PADA MODEL TIKUS (Rattus Norvegicus) 

 

 Infeksi Pseudomonas aeruginosa pada kornea merupakan kondisi yang mengancam 
penglihatan, onsetnya cepat, menyebabkan keradangan stroma secara progesif selanjutnya 
terjadi pembuburan kornea dan perforasi kornea yang akhirnya dapat menimbulkan kebutaan 
dan kehilangan integritas bola mata. Sel epitel kornea berperan penting sebagai “barrier” 

terhadap stimulus dari luar, jika terdapat defek pada epitel kornea, bakteri termasuk 
Pseudomonas aeruginosa dapat menginfeksi kornea dan menyebabkan keradangan/ keratitis 
yang parah.  Keratitis yang disebabkan Pseudomonas aeruginosa dapat terjadi setelah trauma, 
operasi mata, dan pada pemakai lensa kontak.  

 Pseudomonas aeruginosa termasuk menjadi penyebab terbanyak keratitis infeksius 
parah yang sering berakhir dengan kebutaan. Srinivasan pada tahun 2012 menyatakan bahwa  
Pseudomonas aeruginosa menjadi penyebab keratitis bakterial sebesar 6-39% kasus di 
Amerika dan 8-21% di India Selatan. Data di Indonesia diperoleh dari RS Cipto 
Mangunkusumo-Jakarta didapatkan 25% kasus Pseudomonas aeruginosa dari 220 kasus 
keratitis (Asrorudin et al.,2015), sedangkan di RSUD Dr. Soetomo-Surabaya didapatkan 
sebesar 26% dari 53% kasus dengan hasil kultur positif (Tunggadewi et al., 2018).  

 Pseudomonas aeruginosa secara intrinsik resisten terhadap sejumlah besar antibiotik 
sehingga terapi menjadi sulit, dan masih banyak pertanyaan-pertanyaan yang belum terjawab 
tentang bagaimana dan kapan faktor-faktor virulensi yang telah ditemukan terlibat dalam 
patogenesis infeksi pada kornea. Sampai saat ini  belum diketahui mekanisme kematian sel 
epitel kornea yang jelas oleh karena infeksi Pseudomonas aeruginosa. 

 Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis mekanisme kematian sel epitel kornea 
oleh karena infeksi Pseudomonas aeruginosa melalui analisis ekspresi caspase-1, TNFα, 

RIPK1, RIPK3 dan caspase-3. Jenis penelitian ini adalah true experimental menggunakan 
rancangan randomized post test only with control group design pada kornea hewan coba tikus. 
Sebanyak 53 ekor tikus dibagi menjadi 2 kelompok dengan masing-masing kelompok 6 kontrol 
dan 6 kelompok perlakuan. Pada kelompok perlakuan kornea tikus diinsisi dan diinokulasi 
kuman Pseudomonas aeruginosa sebanyak 2x106 CFU/ml dalam takaran 5 μl, sedang pada 

kelompok kontrol hanya diinsisi kornea. Pada kedua kelompok ditunggu dalam jangka waktu 
1 jam, 6 jam, 12 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam, setelah itu mata tikus dienukleasi dan tikus 
dikorbankan untuk pemeriksaan jaringan. Dua ekor tikus dikorbankan pada hari pertama untuk 
melihat homogenitas. Ekspresi caspase-1, TNFα, RIPK1, RIPK3, caspase-3 diperiksa dengan 
metode imunohistokimia. Data yang terkumpul dianalisis dengan uji statistik menggunakan 
analisis multivariat dan regresi.  
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 Hasil penelitian dari analisis multivariat 12 kelompok dari masing-masing 6 kelompok 
kontrol dan 6 kelompok perlakuan menunjukkan RIPK1 mempunyai nilai F terbesar yaitu 
34,846, diikuti TNFα dengan nilai 26,284, caspase-3 dengan nilai 19,362, RIPK3 dengan nilai 
17,608, dan caspase-1 dengan nilai terendah 12,120. RIPK1 mempunyai pengaruh  terbesar 
diduga oleh karena berperan penting sebagai kunci yang mengatur takdir dari sel yaitu 
mengontrol  keradangan melalui TNFα. Jalur kausatik pasca inokulasi Pseudomonas 
aeruginosa menyebabkan peningkatan ekspresi variabel caspase-1 dengan p=0,006, TNFα 

dengan p= 0,000, caspase-3 dengan p=0,001, namun menyebabkan penurunan ekspresi RIPK3 
dengan p=0,000. TNFα menyebabkan peningkatan ekspresi RIPK1 dengan p=0,000, RIPK1 

menyebabkan peningkatan RIPK3 dengan p=0,000, namun TNFα tidak menyebabkan 

perubahan ekspresi caspase-3. Penurunan RIPK3 diduga oleh karena fungsi RIPK1 selain 
mencegah apoptosis, juga mencegah peningkatan RIPK3-dependent lethality oleh TRIF, selain 
itu aktivitas RIPK3 juga dapat dilemahkan oleh mutasi RIPK3RHIM. 

 Kesimpulan penelitian ini adalah inokulasi Pseudomonas aeruginosa pada kornea tikus 
menyebabkan peningkatan ekspresi caspase-1, TNFα, caspase-3, peningkatan RIPK1 melalui 
TNFα dan penurunan ekspresi RIPK3, merupakan biomarker utama dalam mekanisme 
kematian sel epitel kornea. 
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ABSTRAK 
 

MEKANISME KEMATIAN SEL EPITEL KORNEA OLEH KARENA INFEKSI 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA MELALUI ANALISIS EKSPRESI CASPASE-1, 

TNFα, RIPK1, RIPK3, CASPASE-3 PADA MODEL TIKUS (Rattus Norvegicus) 

 
Latar Belakang: Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu penyebab utama keratitis 
parah yang dapat menyebabkan keradangan progresif dengan onset yang cepat, kerusakan 
jaringan yang permanen, dan akhirnya menyebabkan kebutaan dan kerusakan integritas kornea. 
Faktor-faktor dan mekanisme virulensi infeksi Pseudomonas aeruginosa pada sel epitel kornea 
penting diketahui untuk mencegah progresivitas, peningkatan kesembuhan, dan menurunkan 
komplikasi perforasi kornea.  
Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis mekanisme kematian sel epitel kornea 
oleh karena infeksi Pseudomonas aeruginosa melalui analisis ekspresi caspase-1, TNFα, 

RIPK1, RIPK3, dan caspase-3. 
Metode:  Rancangan penelitian menggunakan randomized post-test only with control group 
design. Sebanyak lima puluh tiga tikus Wistar dibagi menjadi 2 kelompok, dengan masing-
masing kelompok 6 kontrol dan 6 perlakuan. Pada kelompok perlakuan, kornea diinsisi tiga 
baris paralel 3mm dengan jarum steril nomer 26, selanjutnya diinokulasi dengan kuman 
Pseudomonas aeruginosa secara topikal sebanyak 2x106 CFU/ml dalam 5μl, sedangkan pada 

kelompok kontrol hanya diinsisi tiga baris paralel. Pada kedua kelompok ditunggu pada jangka 
waktu 1 jam, 6 jam, 12 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam untuk diterminasi dan dienukleasi, 
selanjutnya dilakukan pemeriksaan histologi dan imunohistokimia. 
Hasil: Pseudomonas aeruginosa menyebabkan kenaikan ekspresi caspase-1 (p = 0.006), TNFα 

(p = 0.000), caspase-3 (p = 0.061), dan penurunan ekspresi RIPK3 (p = 0.047). TNFα 

menyebabkan kenaikan ekspresi RIPK1 (p = 0.000), RIPK1 menyebabkan kenaikan ekspresi 
RIPK3 (p = 0.000), sedangkan TNFα tidak menyebabkan perubahan ekspresi caspase-3 (p = 
0.141). 
Kesimpulan: Infeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa pada kornea tikus menunjukkan 
peningkatan ekspresi caspase-1, TNFα, caspase-3, peningkatan RIPK1 melalui TNFα, dan 

penurunan ekspresi RIPK3 pada 1 jam hingga 72 setelah inokulasi sebagai biomarker utama 
pada mekanisme kematian sel epitel kornea. 
 
Kata kunci: Pseudomonas aeruginosa, sel epitel kornea, kematian sel, caspase-1, TNFα, 

RIPK1,RIPK3, caspase-3. 
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SUMMARY  

 

MECHANISM of CORNEAL EPITHELIAL CELLS DEATH by INFECTION of 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA through ANALYSIS EXPRESSION of CASPASE-1, 

TNFα, RIPK1, RIPK3, CASPASE-3 in RATS MODEL 

 

Infection of Pseudomonas aeruginosa in the cornea is a potentially sight-threatening, 
rapid onset, leading progressive inflammation evenly corneal melting and perforation that 
cause blindness and damage corneal integrity. Corneal epithelial cells act as a barrier against 
outside stimuli, if they are defective, bacteries, including Pseudomonas aeruginosa, may infect 
the cornea and cause a severe inflammation. Keratitis caused by Pseudomonas aeruginosa can 
occur after trauma, eye surgery and in contact lens wear associated with disturbance of the 
corneal epithelial integrity.  

Pseudomonas aeruginosa causes severe infectious keratitis that leads to blindness the 
most. Srinivasan et al. (2012) stated that Pseudomonas aeruginosa causes 6-39% case of 
bacterial keratitis in America and 8-21% in South India. In Indonesia, data from Cipto 
Mangunkusumo Hospital-Jakarta stated that there were 25% from 220 keratitis cases 
(Asrorudin et al., 2015) while at Dr. Soetomo Hospital-Surabaya stated that there were 26% 
from 53% of cases with positive culture result (Tunggadewi et al.,2018).  

 Pseudomonas aeruginosa is intrinsically resistant to a large number of antibiotics, 
making treatment difficult and many questions not yet explained completely how and when 
virulence factors have been found involved in pathogenesis of infection. Currently, it is not yet 
known clearly mechanism of corneal epithelial cell death due to Pseudomonas aeruginosa.  

The purpose of this research is to explaine mechanism of corneal epithelial cell death 
cause by Pseudomonas aeruginosa infection through analysis expression of caspase-1, TNFα, 

RIPK1, RIPK3, and caspase-3. The type of this research is true experimental use randomized 
post test only with control group design. As many as 53 types of Wistar rats divided into 2 
groups, each group consist of 6 control and treatment groups. The treatment groups received 
three corneal epithelial incisions and inoculated with 2x106 CFU/ml in 5 μl Pseudomonas 

aeruginosa suspension, while in the control groups only received three corneal epithelial 
insicions. Both groups use waiting time 1 hour, 6 hours, 12 hours, 24 hours, 48 hours, and 72 
hours, after that the eyeball was enucleated and rat was terminated thus examine for histology 
and immunohistochemical staining examination. Two rats were terminated to see its 
homogenity. 

Expression of caspase-1, TNFα, RIPK1, RIPK3, caspase-3 were examined by 
immunohistochemistry methods. The collected data was analyzed with statistic tests using 
multivariate and regression analysis.  

The study result of multivariate analysis from each 6 group of control and 6 group of 
treatment reveals that RIPK1 (F=34,846) has the most influence then followed by TNFα 

(F=26,284), caspase-3 (F=19,362), RIPK3 (F=17,608), and caspase-1 (12,120). Causatic path 
analysis after Pseudomonas aeruginosa inoculation causing increase expression of caspase-1 
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with p= 0.006, TNFα with p=0.000, caspase-3 with p=0.001, while causing decrease expression 
of RIPK3 with p= 0.000. TNFα causing increase expression of RIPK1 with p=0.000, RIPK1 

causing increase expression of RIPK3, while TNFα not cause change of expression caspase-3 
significantly. RIPK 1 is the most influence expected as a key destiny of cells that regulate 
inflammation through TNFα. The decreasing of RIPK3 suggested it was cause by another 
function of RIPK1 that prevents increasing of RIPK3-TRIF dependent lethality. The kinase 
activity of RIPK3 is also attenuated when the RIPK3 RHIM is mutated.  

Conclusion of this study is after inoculation of Pseudomonas aeruginosa on corneal rats 
resulting increase of expression caspase-1, TNFα, caspase-3, RIPK1 through TNFα, and 
decrease of expression RIPK3 as prime biomarkers in corneal epithelial cell death. 

 
 

  


