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RINGKASAN

Pengaruh Cryotherapy terhadap Ekspresi Tumor Necrosis Factor-a dan
Interleukin-6 pada Keratitis Jamur Aspergillus flavus
(Studi Eksperimental pada Rattus norvegicus)

Vandaristya Pantristi Ardani, Ismi Zuhria, Reni Prastyani, Dyah Fauziah, Hari
Basuki Notobroto

Keratitis jamur masih menjadi tantangan di bidang kesehatan mata
mengingat angka kejadian yang semakin tinggi dan kemungkinan komplikasi yang
dapat menyebabkan kebutaan. Dalam 20 tahun terakhir, terjadi peningkatan
insidensi keratitis jamur dari 17% ke 36% di seluruh dunia. Keratitis jamur paling
banyak disebabkan oleh jamur berfilamen (filamentous fungi), yaitu jenis
Aspergillus dan Fusarium. Keratitis jamur disebutkan lebih mungkin menyebabkan
perforasi kornea dibandingkan dengan keratitis bakteri. Penegakan diagnosis dan
pemberian terapi secara dini pada keratitis jamur sangat penting untuk mencegah
terjadinya komplikasi yang mengancam penglihatan.

Pada keratitis jamur, didapatkan peningkatan yang signifikan dari sitokin
proinflamasi, diantaranya TNF-a dan IL-6 yang berperan dalam perekrutan leukosit
di area inflamasi. Peningkatan TNF-o dan IL-6 juga diketahui meningkatkan
ekspresi VEGE dan matrix metalloproteinase (MMP)-9 yang dapat memicu
terjadinya neovaskularisasi pada kornea.

Cryotherapy telah banyak digunakan dalam tatalaksana penyakit mata
sebagai terapi ajuvan. Pada kasus keratitis jamur, pemberian cryotherapy mampu
mengeliminasi jaringan kornea yang nekrosis, menyebabkan denaturasi dan
degradasi protein pada sel jamur sehingga menurunkan jumlah hifa dan mengurangi
infeksi serta reaksi inflamasi. Penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh
cryotherapy terhadap ekspresi TNF-a dan IL-6 pada keratitis jamur Aspergillus
flavus.

Penelitian ini adalah suatu penelitian eksperimental pada hewan coba tikus
jenis Rattus norvegicus. Hewan coba sebanyak 35 ekor dilakukan penyuntikan
Aspergillus flavus secara intrastromal pada kornea mata kanan sehingga terbentuk
keratitis jamur, kemudian dibagi menjadi lima kelompok: kelompok baseline,
kelompok kontrol negatif, kelompok Natamycin, kelompok cryotherapy dan
kelompok terapi kombinasi. Terapi diberikan pada hari kelima setelah injeksi
jamur. Cryotherapy dilakukan selama 7-8 detik hingga terbentuk bunga es
berukuran 1 mm lebih besar dari penampang probe cryo. Empat hari setelah terapi,
dilakukan pengangkatan bola mata (enukleasi) kemudian dilakukan pemeriksaan
imunohistokimia untuk mengukur ekspresi TNF-o dan IL-6.
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Hasil penelitian menunjukkan ekspresi TNF-o dan IL-6 dengan skor IRS
tertinggi didapatkan pada kelompok baseline. Tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan pada intensitas ekspresi TNF-o antara kelima kelompok (p= 0,166).
Analisis statistik menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada intensitas
ekspresi IL-6 antara kelima kelompok (p= 0,027). Kemudian dilakukan uji Mann-
Whitney dan didapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok baseline
dengan kelompok kontrol negatif (p= 0,025); kelompok baseline degan kelompok
natamycin (p= 0,021); dan kelompok baseline dengan kelompok terapi kombinasi
(p=0,016).
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SUMMARY

The Effect of Cryotherapy on Tumor Necrosis Factor-a and Interleukin-6
Expression in Aspergillus flavus Fungal Keratitis
(Experimental Study on Rattus Norvegicus)

Vandaristya Pantristi Ardani, [smi Zuhria, Reni Prastyani, Dyah Fauziah, Hari
Basuki Notobroto

Fungal keratitis remains challenging due to its high incidence and potential
complications that can lead to blindness. In the last 20 years, the incidence of fungal
keratitis has increased from 17% to 36% worldwide. The most common causes of
fungal keratitis are filamentous-fungi~such as Aspergillus and Fusarium. Fungal
keratitis is considered to.be mote probable than bacterial keratitis to induce corneal
perforation. Early detection and early treatment of fungal keratitis are critical for
avoiding vision-threatening complications.

In fungal keratitis, there was a significant increase in proinflammatory
cytokines, including TNFo and IL-6, which play a role in the recruitment of
leukocytes in the area of inflammation. Inereased TNF-a and IL-6 levels are also
known to increase the expression of VEGF and matrix metalloproteinase (MMP)-
9, which can lead to corneal neovascularization.

Cryotherapy has been widely used as adjuvant therapy in the treatment of
eye diseases. In.cases of fungal keratitis, cryotherapy is able to eliminate necrotic
corneal tissue by causing denaturation and degradation of proteins in fungal cells,
thereby reducing the.number of hyphae and reducing-infection and inflammatory
reactions. The purposerof this'study is to-analyze the effect of cryotherapy on the
expression of TNF-a and IL-6'in Aspergillus flavus Keratitis.

This research is an experimental study on Rattus norvegicus rats.
Aspergillus flavus was injected intrastromally in the right eye cornea of 35
experimental animals to establish an animal model of fungal keratitis and then
divided into five groups: baseline group, control group, natamycin group,
cryotherapy group, and combination therapy group. Therapy was given five days
after the fungal injection. Cryotherapy was applied for 7-8 seconds until the
diameter of the frozen tissue was 1 mm bigger than the cross-section of the
cryoprobe. Four days after therapy, the animals were euthanized and the eyeball
was enucleated for immunohistochemistry examination to determine TNF-o and
IL-6 expression.

The result showed that the highest IRS score of TNF-a and IL-6 expression
was obtained in the baseline group. There was no significant difference in the
intensity of TNF-a expression between the five groups (p-value 0.166). Meanwhile,
statistical analysis of IL-6 expression revealed a significant difference in the

Xii
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intensity of IL-6 expression between the five groups (p-value 0.027). Mann-
Whitney test was performed, which showed significant differences between the
baseline group and the negative control group (p-value 0.025); the baseline group
and the Natamycin group (p-value 0.021); and the baseline group and the
combination group (p-value 0.016).
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ABSTRAK

Pengaruh Cryotherapy terhadap Ekspresi Tumor Necrosis Factor-a dan
Interleukin-6 pada Keratitis Jamur Aspergillus flavus
(Studi Eksperimental pada Rattus norvegicus)

Vandaristya Pantristi Ardani, [smi Zuhria, Reni Prastyani, Dyah Fauziah, Hari
Basuki Notobroto

Latar belakang: Keratitis jamur masih menjadi tantangan di bidang kesehatan
mata mengingat angka kejadian yang semakin tinggi dan kemungkinan komplikasi
yang dapat menyebabkan kebutaan. Penegakan diagnosis dan pemberian terapi
secara dini pada keratitis jamur sangat penting untuk mencegah terjadinya
komplikasi yang mengancam penglihatan. Cryotherapy dapat menjadi modalitas
terapi alternatif yang aman dan tidak invasif untuk keratitis jamur. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui efek cryotherapy terhadap proses penyembuhan luka
kornea pada tikus model keratitis Aspergillus flavus melalui pemeriksaan ekspresi
TNF-a dan IL-6 secara imunohistokimia.

Metode: Dilakukan penyuntikan Aspergillus flavus secara intrastromal pada kornea
mata kanan tikus sebanyak 35-¢ekor sehingga terbentuk keratitis jamur, kemudian
dibagi menjadi lima kelompok: kelompok baseline, kelompok kontrol negatif,
kelompok Natamycin, kelompok cryotherapy. dan kelompok terapi kombinasi.
Terapi diberikan pada hari kelima setelah injeksi jamur. Empat hari setelah terapi,
dilakukan pengangkatan bola mata (enukleasi) kemudian dilakukan pemeriksaan
imunohistokimia untuk mengukur ekspresi TNF-o dan TL-6.

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan ekspresi TNF-a dan 1L.-6 dengan skor IRS
tertinggi didapatkan pada kelompok baseline. Tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan pada intensitas. ekspresi TNF-a antara kelima kelompok (p= 0,166).
Analisis statistik menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada intensitas
ekspresi IL-6 antara kelima Kelompok (p= 0,027). Kemudian dilakukan uji Mann-
Whitney dan didapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok baseline
dengan kelompok kontrol negatif (p= 0,025); kelompok baseline degan kelompok
natamycin (p= 0,021); dan kelompok baseline dengan kelompok terapi kombinasi
(p=0,016).

Kesimpulan: Didapatkan penurunan ekspresi IL-6, namun tidak didapatkan
penurunan ekspresi TNF-a pada keratitis jamur Aspergillus flavus setelah dilakukan
cryotherapy.

Keywords: cryotherapy, keratitis jamur, Aspergillus flavus, TNF-o, IL-6
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ABSTRACT

Expression of Tumor Necrosis Factor-a and Interleukin-6 in Aspergillus
flavus Keratitis after Cryotherapy

Vandaristya Pantristi Ardani, Ismi Zuhria, Reni Prastyani, Dyah Fauziah, Hari
Basuki Notobroto

Background: Fungal keratitis remains challenging due to its high incidence and
potential complications that can lead to blindness. Early detection and early
treatment of fungal keratitis are critical for avoiding vision-threatening
complications. Cryotherapy can be a non-invasive and safe alternative therapy
modality for fungal keratitis. This study aims to determine the effect of cryotherapy
on corneal wound healing in a rat model of Aspergillus flavus keratitis using
immunohistochemistry examination of TNF-a and IL-6 expression.

Methods: Aspergillus flavus has injected intrastromal into the cornea of 35 Rattus
norvegicus rats to- establish fungal keratitis and then divided into five groups:
baseline group, control - group, natamycin -group, - cryotherapy group, and
combination therapy group. Therapy was given five days after the fungal injection.
Four days after therapy, the animals were euthanized and the eyeball was enucleated
for immunohistochemistry examination to determine TNF-a and IL-6 expression.
The differences in TNF-o and IL-6 expression were statistically analyzed with a
significant level of p <0.05.

Result: The result showed that the highest IRS score of TNF-a and IL-6 expression
was obtained in the baseline group. There was no significant difference in the
intensity of TNF-a expression between the five groups (p-value 0.166). Meanwhile,
statistical analysis of IL-6 expression revealed a significant difference in the
intensity of IL-6 expression between the five groups (p-value 0.027). Mann-
Whitney test was performed, which showed significant differences between the
baseline group and the negative control group (p-value 0.025); the baseline group
and the Natamycin group (p-value 0.021); and the baseline group and the
combination group (p-value 0.016).

Conclusion: There was a decrease in [L-6 expression but no decrease in TNF-a
expression in Aspergillus flavus Keratitis after cryotherapy.

Keywords: cryotherapy, fungal keratitis, Aspergillus flavus, TNF-a, IL-6
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