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RINGKASAN

DETEKSI eDNA DAN EKSPRESI TNF-α PASCA PEMBENTUKAN
BIOFILM Enterococcus faecalis PADA GIGI MOLAR Rattus norvegicus

Sprague dawley

Nur Ariska Nugrahani

Bakteri E. faecalis merupakan bakteri gram positif fakultatif anaerob
dengan prevalensi sekitar 24% hingga 77% namun pada studi molekuler bakteri
ini ada sejak terjadi nekrosis pulpa. Bakteri E. faecalis mempunyai kemampuan
bertahan hidup tinggi dan tumbuh di mikro-lingkungan dengan berkolonisasi
membentuk biofilm. Biofilm E.faecalis yang mengalami maturasi akan
membentuk quorum sensing. Komponen biofilm yang matang mengandung
polisakarida, gelatinase (gelE), serine protease (sprE) dan ekstraseluler DNA
(eDNA) dan Autolysin (Atla). Extraseluler DNA (eDNA) merupakan tanda awal
pembentukan biofilm. eDNA yang terbentuk akan memicu respon imun innate
yang akan dikenali oleh Pattern Recognition Receptor (PRR) sebagai PAMPs
sehingga akan ditangkap oleh Toll-like Receptor-9 (TLR-9) dan jalur komplemen.
Infeksi yang terjadi yang disebabkan oleh biofilm E.faecalis dapat merangsang
sitokin pro-inflamasi berupa TNF-α.

Penelitian ini menggunakan sampel berupa Rattus norvegicus galur
Sprague dawley sebanyak 36 tikus yang dibagi menjadi 6 kelompok. Gigi molar
pertama atas sinistra dibur hingga mencapai ruang pulpa dan dipajan dengan
bakteri E.faecalis 0,5 Mc Farland atau 1x108 bakteri/mL dan diamati pada 24 jam,
72 jam dan 120 jam setelah infeksi. Pada 24, 72 jam, 120 jam setelah infeksi,
tikus didekaputasi, diambil jaringan gigi molar pertama, fiksasi dengan
menggunakan formalin 10% dan didekalsifikasi selama 2 bulan dengan
menggunakan EDTA 6%. Pembuatan blok paraffin dan dipotong dengan rotary
microtome dengan ketebalan 4 µm dan dibuat preparat untuk melihat ekspresi
TNF-α (Santa Cruzz Biotechnology, Europe) dengan mikroskop binokuler
(cahaya) dan eDNA dengan pengecatan TOTO-1 dan SYTO-60 (Molecular
Probes, Thermofisher) menggunakan mikroskop confocal (CLSM). Analisis data
menggunakan shapiro wilk untuk uji normalitas data, uji levenne untuk uji
homogenitas dan uji independent t-test untuk uji perbedaan antar kelompok
perlakuan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa eDNA pada 24 jam setelah infeksi
menujukkan jumlah rerata eDNA lebih tinggi (18,16 ± 5,3) daripada pada 72 jam
(17,66 ± 4,27) dan 120 jam (11,16 ± 4,62) setelah infeksi. Jumlah rerata TNF-α
pada 24 jam setelah infeksi lebih tinggi (14,83± 1,83) dibandingkan dengan 72
jam (11,83 ± 2,63) dan 120 jam (12,33 ±  2,1) setelah infeksi bakteri E.faecalis.

eDNA diamati dengan Confocal Laser Microscopy (CLSM) yang
berwarna hijau terang disekitar membran bakteri. Jumlah eDNA yang tinggi
terjadi pada tempat infeksi yang akan merangsang pembentukan neutrofil
extracellular traps (NETs) dengan neutrofil dan sel imun lain melalui pelepasan
inti nukleus neutrofil yang akan menghancurkan dirinya sendiri dengan
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mengeluarkan mitokondria yang bersifat baktericidal, peptida-peptida dan anti-
bakteri sehingga akan memicu NETosis yang akan mengakibatkan membran
seluler dari jaringan pulpa yang terinfeksi bakteri rusak yang dapat
mengakibatkan sel lisis. Ekspresi TNF-α diamati dengan menggunakan metode
imunohistokimia yang diekspresikan oleh makrofag. Ekspresi TNF-α dipengaruhi
oleh perannya dalam menyampaikan informasi dari sistem innate ke sistem
imunitas adaptif, Compensatory anti-inflammatory response syndrome (CARS)
dan Systemic inflammatory response syndrome (SIRS), Matriks-metallopeptidases
(MMP-1) dan (MMP-13).

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik kesimpulan berupa terdapat
penurunan jumlah rerata eDNA pasca pembentukan biofilm pada 24 jam hingga
120 jam yang menandakan bahwa indikasi terjadinya penurunan infeksi primer
E.faecalis ada 120 jam dan terdapat peningkatan ekspresi TNF-α pasca
pembentukan biofilm yang diekspresikan oleh makrofag pada 24 jam hingga 120
jam yang menandakan bahwa indikasi infeksi sekunder dan persistensi bakteri
E.faecalis.
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SUMMARY

Detection eDNA and Expression of TNF-α Pasca Formation of Biofilm
Enterococcus faecalis in Molar Dental Rattus norvegicus strain Sprague

dawley

Nur Ariska Nugrahani

E. faecalis bacteria is a facultative anaerobic gram-positive bacterium with
a prevalence of around 24% to 77% but in molecular studies, this bacterium has
existed since pulp necrosis occurred. E. faecalis bacteria have high survival ability
and grow in micro-environment by colonizing to form biofilms. Matured
E.faecalis biofilms will form quorum sensing. The mature biofilm component
contains polysaccharides, gelatinase (gelE), serine protease (sprE) and
extracellular DNA (eDNA) and autolysin (Atla). Extracellular DNA (eDNA) is an
early sign of biofilm formation. The formed eDNA will trigger an innate immune
response that will be recognized by Pattern Recognition Receptor (PRR) as
PAMPs so that it will be captured by Toll-like Receptor-9 (TLR-9) and the
complement pathway. Infection that occurs due to E.faecalis biofilms can
stimulate pro-inflammatory cytokines in the form of TNF-α.

This study uses 36 Rattus norvegicus Sprague dawley strains as many as
36 rats divided into 6 groups. The first molar teeth over the sinistra were drained
until they reached the pulp chamber and were exposed with 0.5 Mc Farland
E.faecalis bacteria or 1x108 bacteria / mL and observed at 24 hours, 72 hours and
120 hours after infection. At 24, 72 hours, 120 hours after infection, the rat was
decapitated, first molar tissue was taken, fixed using 10% formalin and
decalcified for 2 months using 6% EDTA. Making paraffin blocks and cut with
rotary microtome with a thickness of 4 μm and made preparations to see the
expression of TNF-α (Santa Cruzz Biotechnology, Europe) with a binocular
(light) microscope and eDNA by painting TOTO-1 and SYTO-60 (Molecular
Probes, Thermofisher ) using a confocal microscope (CLSM). Data analysis used
Shapiro Wilk for normality data test, Levene test for homogeneity test and
Independent t-test for difference test between treatment groups.

The results showed that eDNA at 24 hours after infection showed a higher
mean number of eDNA (18.16 ± 5.3) than at 72 hours (17.66 ± 4.27) and 120
hours (11.16 ± 4.62) after infection. The mean number of TNF-α at 24 hours after
the infection was higher (14.83 ± 1.83) compared to 72 hours (11.83 ± 2.63) and
120 hours (12.33 ± 2.1) after bacterial infection E . faecalis.

eDNA was observed with a bright green Confocal Laser Microscopy
(CLSM) around the bacterial membrane. A high amount of eDNA occurs at the
site of infection which will stimulate the formation of neutrophil extracellular
traps (NETs) with neutrophils and other immune cells through the release of
neutrophil nuclei that will self-destruct by removing mitochondria that are
bactericidal, peptides and anti-bacteria so that they will self-destruct by releasing
nuclei of neutrophils that will self-destruct triggering NETosis which will cause
cellular membrane of pulp tissue infected with bacterial damage that can cause
lysis cells and eDNA which were originally in the pulp chamber will come out
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and spread to the periapical area. TNF-α expression was observed using
immunohistochemical methods expressed by macrophages. TNF-α expression is
influenced by its role in conveying information from the innate system to the
adaptive immune system, Compensatory anti-inflammatory response syndrome
(CARS) and Systemic inflammatory response syndrome (SIRS), Matrix-
metallopeptidases (MMP-1) and (MMP-13).

Based on the results of the study it can be concluded in the form of a
decrease in the average number of eDNA after the formation of biofilms at 24
hours to 120 hours, indicating that there is an indication of a decrease in primary
E.faecalis infection by 120 hours and an increase in TNF-α expression after the
formation of biofilms expressed by macrophages on macrophages 24 hours to 120
hours which indicates that indications of secondary infection and persistence of
E.faecalis bacteria.


