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ABSTRAK

Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu bakteri penyebab infeksi yang sulit diobati dengan terapi obat
tunggal karena tingkat keberhasilan yang rendah serta kecenderungan menjadi resisten selama pemberian obat
tunggal. Salah satu antibiotik yang digunakan adalah ciprofloxacin. Untuk meningkatkan sensitivitas P.
aeruginosa terhadap ciprofloxacin, kombinasi N-asetilsistein atau vitamin C mungkin diperlukan. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi antara N- asetilsistein dan ciprofloxacin serta antara
vitamin C dan ciprofloxacin terhadap pertumbuhan P. aeruginosa. Penelitian ini menggunakan uji difusi
cakram yang berisi kombinasi konsentrasi ciprofloxacin konstan 1mg/ml dengan N-asetilsistein dalam
berbagai konsentrasi 1,25mg/ml, 2,5mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, dan 20mg/ml dan vitamin C dengan 2,5
mg/ml; 5 mg/ml; 10 mg/ml; 20 mg/ml; dan konsentrasi 40 mg/ml. Dalam kombinasi antara N-asetilsistein dan
ciprofloxacin, peningkatan sensitivitas P. aeruginosa terjadi pada konsentrasi 10ml/mg pada kombinasi obat,
dan dalam kombinasi antara vitamin C dan ciprofloxacin, peningkatan sensitivitas P. aeruginosa terjadi pada
konsentrasi 2, 5 ml/mg pada kombinasi obat di atas kontrol positif. Regresi logaritmik mengungkapkan
konsentrasi minimal N- asetilsistein dan vitamin C masing-masing adalah 9,593 mg/ml dan 1,9 mg/ml dapat
meningkatkan sensitivitas P. aeruginosa pada ciprofloxacin. Dapat disimpulkan bahwa N-asetilsistein dan
vitamin C meningkatkan aktivitas ciprofloxacin untuk menghambat pertumbuhan P. aeruginosa in vitro.

Kata kunci: Pseudomonas aeruginosa, Ciprofloxacin, N-asetilsistein, Vitamin C

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is one of the infectious bacteria that is difficult to treat with single-drug therapy
because of the low success rate and the tendency to become resistant during single drug administration. One of
the antibiotics used is ciprofloxacin. Increasing the sensitivity of P. aeruginosa to ciprofloxacin, a combination
of N-acetylcysteine or ascorbic acid may be needed. This study aims to determine the effect of a combination of
N-acetylcysteine and ciprofloxacin as well as between ascorbic acid and ciprofloxacin on the growth of P.
aeruginosa. This study uses a disk diffusion test that contains a combination of a constant concentration of
ciprofloxacin 1mg / ml with N-acetylcysteine in various concentrations of 1.25mg / ml, 2.5mg / ml, 5mg / ml,
10mg / ml, and 20mg / ml and ascorbic acid with 2.5 mg / ml; 5 mg / ml; 10 mg / ml; 20 mg / ml; and a
concentration of 40 mg / ml. In a combination of N-acetylcysteine and ciprofloxacin, an increase in sensitivity
of P. aeruginosa occurs at a concentration of 10ml / mg in a drug combination, and in a combination of
ascorbic acid and ciprofloxacin, an increase in sensitivity of P. aeruginosa occurs at a concentration of 2.5
ml/mg in a drug combination in over positive control. Logarithmic regression revealed a minimum
concentration of N-acetylcysteine and ascorbic acid, respectively of 9,593 mg/ml and 1.9 mg/ml could increase
the sensitivity of P. aeruginosa to ciprofloxacin. It can conclude that N-acetylcysteine and ascorbic acid
increase the activity of ciprofloxacin to inhibit the growth of P. aeruginosa in vitro.
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Pendahuluan
Pseudomonas aeruginosa
merupakan bakteri nomor satu yang

menyebabkan infeksi nosokomial
pneumonia pada pengguna ventilator.
Bakteri ini dapat bertahan hidup di air dan
tanah sehingga seringkali menyebabkan
infeksi yaitu keratitis, osteomielitis, otitis
dan infeksi pada luka bedah dan luka
bakar, yang dapat menghasilkan nanah
hijau kebiruan.?

Salah satu obat aktif terhadap
Pseudomonas aeruginosa yaitu
Ciprofloxacin yang merupakan golongan
kuinolon.®  Fluoroquinolon merupakan
obat spektrum luas dan bekerja dengan
memblok sintesis DNA bakteri sehingga
dapat mencegah proses transkripsi dan
bakteri.*
US National

Surveillance pada tahun 2001 hingga

normal Namun

data

replikasi

berdasarkan dari
2006 dilaporkan bahwa Pseudomonas
aeruginosa resisten terhadap antibiotik
ciprofloxacin sebesar 41%-44%.° Hal

tersebut disebabkan oleh karena
terbentuknya  biofilm  dan  efflux
pump.®

Biofilm dan efflux pump

diprakarsai oleh terbentuknya Reactive
(ROS) yang dihasilkan

oleh piosianin Pseudomonas aeruginosa

Oxygen Species
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berinteraksi  dengan  oksigen

yang
molekuler.” Keberadaan oksigen reaktif
tersebut  dapat ditanggulangi  oleh
antioksidan yaitu vitamin C.2 Dalam
penelitian sebelumnya didapatkan bahwa
efek

efflux pump.

vitamin  C  memiliki sebagai

antibiofilm dan anti 9.10
Selain itu vitamin C telah terbukti dapat
antibiotik
11,12

meningkatkan aktivitas
kloramfenikol dan levofloxacin.
Selain ascorbic acid, N-asetilsistein

memiliki juga efek penghambatan pada

produksi biofilm dan memiliki
kemampuan untuk mengeradikasi
pembentukan awal (pre-formed)

biofilm.*® Kombinasi kedua obat tersebut
dapat memungkinkan bahwa kombinasi

agen antibiofilm dan antimikrobial akan

menjadi  sinergis.®*  N-asetilsistein
dipertimbangkan  sebagai  obat non
antibiotik yang memiliki sifat

antibakterial yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri gram positif dan
Gram negatif termasuk Streptococcus
aureus, Pseudomonas
Klebsiella

Enterobacter. Sifat antibakterial pada N-

aeruginosa,
pneumoniae, dan
asetilsistein karena mampu mengurangi
pembentukan biofilm berbagai macam
bakteria dan mereduksi produksi matriks

ekstraseluler polisakarida, selain itu N-



asetilsistein juga berfungsi sebagai agen
mukolitik.*

Tujuan penelitian ini adalah untuk
dari N-
asetilsistein dan ascorbic acid terhadap

mengetahui efek kombinasi

aktivitas ciprofloxacin dalam
pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa

secara in vitro.

Metode Penelitian
Jenis penelitian yang dilakukan
adalah

penelitian eksperimental

laboratoris dengan quasi  experimental
design.® Sampel penelitian menggunakan
isolat bakteri Pseudomonas aeruginosa
yang stok  kultur

Laboratorium

merupakan dari

Mikrobiologi  Fakultas
Kedokteran Universitas Jember. Sampel
dibagi dalam 12 kelompok dimana dua
kelompok merupakan kelompok kontrol
negatif yang berisi akuades dan kontrol
positif yang berisi Ciprofloxacin 1mg/ml,
5 kelompok lainnya merupakan perlakuan
kombinasi Ciprofloxacin konsentrasi tetap
Img/ml dengan vitamin C berbagai
konsentrasi 2.5mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml,
20mg/ml dan 40 mg/m dan 5 kelompok
lainnya merupakan perlakuan kombinasi
ciprofloxacin konsentrasi tetap 1mg/ml
N-asetilsistein

1.25mg/ml,

dengan berbagai

konsentrasi 2.5mg/ml,
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5mg/ml, 10mg/ml, 20mg/ml. Penelitian
menggunakan uji disc diffusion.

Cakram kertas dibuat dari Whatman
Filter Paper yang telah tersterilisasi.
Setelah cakram kertas ditetesi dengan
larutan obat, selanjutnya cakram kertas
ditempelkan pada Muller Hinton Agar
yang telah bakteri

Pseudomonas aeruginosa.

diinokulasi
Selanjutnya
diinkubasi pada suhu 35-37°C selama
18-20 jam. Penghambatan pertumbuhan
bakteri berupa zona hambat bening yang
terbentuk di sekitar kertas cakram. dengan
4 Kkali pengulangan dan diameter zona
diukur

sorong kemudian hasil dirata — rata.*’

hambat menggunakan jangka
Analisis
Shapiro-Wilk

data

data menggunakan uji
dilihat

menggunakan  uji

normalitas lalu
homogenitas
Lavene’s. Untuk melihat hubungan antara
efek pemberian kombinasi obat dengan
diameter zona hambat menggunakan uji
korelasi  Pearson dan dilanjutkan
menggunakan uji regresi logaritmik untuk

mengetahui konsentrasi terkecil vitamin C

dan  N-asetilsistein ~ yang  mampu
mempengaruhi pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa. Sedangkan

untuk mengetahui perbedaan antara

kombinasi ciprofloxacin dan vitamin c



dan kombinasi ciprofloxacin dan N-

asetilsistein dilakukan uji t-test.™®
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Hasil Penelitian
Laboratorium
Kedokteran

Penelitian dilakukan di
Mikrobiologi  Fakultas
Universitas Jember dengan hasil yang

ditunjukkan oleh Gambar 1 berikut.

Diameter Zona Hambat (mm)

;

K+ : Kontrol Positaf

Rerata Diameter Zona Hambat (mm)

Konsentrasi N-asetilsistein (mg/mi)

5

Gambar 1. Diagram batang rerata diameter zona hambat pertumbuhan Pseudomonas
aeruginosa dengan pemberian ciprofloxacin dan N-asetil sistein (Sumber:
Koleksi Pribadi)

Gambar 1 dan 2 menunjukkan

diameter zona hambat yang terbentuk

pada penambahan  N-asetil  sistein.
Diameter zona hambat yang ditunjukkan
dengan zona bening pada media
(Gambar 2) menunjukan bahwa

terhambatnya pertumbuhan bakteri oleh

N-asetilsistein kombinasi dengan

ciprofloxacin secara in vitro. Semakin

meningkat  konsentrasi  N-asetilsistein

maka semakin lebar zona hambat yang

dihasilkan. Berdasarkan hasil rerata
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N-
asetilsistein 10 mg/ml terjadi kenaikan di

didapatkan ~ pada  konsentrasi

atas  kontrol  positif  ciprofloxacin
Img/ml.
Hasil

terhadap aktivitas Ciprofloxacin dalam

Penambahan vitamin C
penghambatan pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa didapatkan
diameter zona hambat yang terbentuk
paling besar adalah pada kelompok
vitamin C

dengan penambahan

40mg/ml, dengan diameter zona



hambat rata-rata 27,75mm. Sedangkan
pada kelompok kontrol negatif zona
hambat merupakan diameter cakram
kertas yaitu 5 mm. Pada kelompok
kontrol positif  didapatkan  rata-rata
sebesar 22,56mm sedangkan perlakuan 1
hingga 4 didapatkan diameter zona
23,06;

hambat rata-rata sebesar

Hasil uji korelasi pearson pada
modulasi vitamin C menunjukan bahwa
ada hubungan yang signifikan antara
variabel terikat

variabel bebas dan

dengan arah korelasi positif dan sangat
kuat, artinya semakin besar konsentrasi
vitamin C yang diberikan maka dapat
meningkatkan diameter zona hambat
P.aeruginosa pada MHA. Persamaan
adalah

regresi logaritmik
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23,98; 25,72; 26,43; dan 27,75mm.
Diameter zona hambat pada kelompok
perlakuan menunjukkan peningkatan
sesuai dengan peningkatan konsentrasi
vitamin C. Hasil ini tidak jauh berbeda
dengan hasil

gambaran pada

penambahan N-asetilsitein.

Gambar 2. Diameter zona hambat kelompok kontrol dan perlakuan Diameter zona
hambat pada media Mueller Hinton agar. Keterangan: K+ (ciprofloxacin), K-
(akuades), P1; P2; P3; P4; P5 (ciprofloxacin + N- asetilsistein  1,25mg/ml;
2,5mg/ml; 5Smg/ml; 10mg/ml; 20mg/ml). (Sumber: Koleksi Pribadi)

Y=21,458+1,707In(X) dengan nilai X
adalah C 1,9 mg/ml, sehingga dapat
disimpulkan bahwa konsentrasi minimal
vitamin C yang dapat meningkatkan
aktivitas

ciprofloxacin terhadap

penghambatan pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa adalah sebesar
1,9 mg/ml.

Hasil uji statistik Pearson pada
N-asetilsistein

modulasi dengan



didapatkan nilai signifikansi sebesar 0,625
(p>0,05)

hubungan yang bermakna antara diameter

menunjukkan terdapat
zona hambat dengan kelompok penelitian.
Pada uji regresi logaritmik didapatkan
persamaan Y = 24,134 + 1,073 InX.
Didapatkan nilai X adalah 9,593 yang
berarti secara  kuantitatif  konsentrasi
N-asetilsistein pada 9,593 mg/ml mulai
meningkatkan sensitivitas Pseudomonas
aeruginosa terhadap ciprofloxacin dalam

menghambat pertumbuhan bakteri.

Pembahasan

Kelompok kontrol negatif pada
kedua modulasi tidak menimbulkan zona
hambat menunjukkan bahwa metode
yang dilakukan benar. Rata-rata diameter
zona hambat pada kontrol positif
modulasi vitamin C dan N-asetilsistein
berturut-turut adalah 22,56 mm dan

26,56. Hal tersebut menunjukkan bahwa

Pseudomonas aeruginosa yang
digunakan pada penelitian ini sensitif
terhadap antibiotik ciprofloxacin

berdasarkan CLSI (>21 mm)'’. Namun
pada beberapa kasus didapatkan bahwa
Pseudomonas aeruginosa mulai resisten
terhadap banyak agen antimikrobial
bakteri

dikarenakan Pseudomonas

aeruginosa  memiliki  sifat mudah
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menjadi  resisten  terhadap  semua

antibiotik setelah ~ pemberian terapi
antibiotik inisial atau pemberian terapi
jangka

panjang sehingga terapi

ciprofloxacin pada Pseudomonas

aeruginosa diperlukan zona diameter

yang lebih besar untuk mencegah
terjadinya  kegagalan terapi  akibat
resistensi’’*®. Oleh karena itu untuk

menghindari terjadinya resistensi maka

ditambahkan vitamin C atau N-

asetilsistein  yang dapat meningkatkan
aktivitas antibiotik ciprofloxacin yang
ditunjukkan dengan meningkatnya zona
hambat seiring bertambahnya
konsentrasi dari kedua zat tersebut.
Konsentrasi terkecil vitamin C
yang menunjukkan adanya peningkatan
zona hambat Pseudomonas aeruginosa
dalam penelitian ini adalah 2,5mg/mi
sedangkan dari uji regresi logaritmik
dapat ditentukan konsentrasi vitamin C
terkecil yang mampu meningkatkan

sensitivitas Pseudomonas aeruginosa
adalah 1,9mg/ml. Kedua hasil tersebut
berbeda yang

menyatakan bahwa potensi vitamin C

dengan  referensi

sebagai antibiofilm Pseudomonas

aeruginosa pada konsentrasi 5-

20mg/ml.*°



Peningkatan kerja antibiotik oleh
C disebabkan

antioksidan vitamin C tersebut. Vitamin

vitamin oleh sifat

C sebagai  antioksidan  memiliki

kemampuan mentransfer  elektron
superoksida dan hidrogen peroksida
yang berada pada permukaan bakteri.
Hidrogen peroksida merupakan bahan

pembentukan DNA

yang
penyerapan ciprofloxacin menuju target

biofilm  vyaitu

eksterna dapat  menurunkan
kerjanya. Saat tidak ada oksidan pada
permukaan bakteri maka tidak ada sinyal
DNA yang

membentuk biofilm.

pembentukan eksterna
selanjutnya
Selain dalam pembentukan biofilm,
vitamin C juga berperan
yang
dengan cara melepaskan ikatan biofilm
7,8,9,20

sebagai

perusak biofilm terbentuk
dari substrat

Vitamin C juga dapat berperan
sebagai inhibitor efflux pump mulai pada
konsentrasi 10 mg/ml. Efflux pump pada
Pseudomonas aeruginosa yang sensitif
terhadap ciprofloxacin adalah MexAB-
OPRM dan MexXY. Keduanya berperan
dalam penghilangan protein yang dapat
merespon stres lingkungan yang didapat
antibiotik. tersebut

dari Proses

diperantarai oleh Reactive Oxygen

Species (ROS) yakni superoksida yang
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memperkaya faktor efflux pump sehingga

mengawali  proses  oksidasi  dari

polipeptida bakteri normal menjadi
bentuk protein menyimpang yang tidak
peka antibiotik™.

Tidak jauh berbeda dengan hasil

dari penambahan vitamin C, pada

juga
menunjukkan peningkatan diameter zona

penambahan N-asetilsistein

hambat. Gambar 1 pada konsentrasi

10mg/ml  mulai terjadi peningkatan

diameter zona hambat sedangkan dari uji
regresi logaritmik dapat ditentukan
yang

meningkatkan sensitivitas Pseudomonas

konsentrasi  minimal mampu

aeruginosa adalah 9,593mg/ml. Dari
beberapa penelitian didapatkan bahwa

konsentrasi hambat minimum dari N-

asetilsistein -~ mampu mengurangi
sintesis  biofilm sebesar 60%  dan
pengurangan jumlah sel untuk

pembentukan biofilm pada konsentrasi 2
dan 4 mg/ml. Namun terdapat penelitian
yang
konsentrasi

lain menyatakan bahwa

hambat  minimum  N-
asetilsistein untuk isolat Pseudomonas
aeruginosa berada pada konsentrasi
10mg/ml sampai ~ 40mg/ml, seperti
halnya pada penelitian Zhao (2010)
terjadi kenaikan diameter zona hambat

kelompok perlakuan yang melebihi



kontrol positif mulai pada konsentrasi N-
asetilsistein  10mg/ml. Pada diagram
batang menunjukkan adanya peningkatan
diameter zona hambat  seiring
penambahan konsentrasi N-asetilsistein.
Hal

penambahan

tersebut menandakan bahwa

N-asetilsistein  dalam
kombinasi

bakteri

meningkatkan  kepekaan

Pseudomonas aeruginosa

terhadap ciprofloxacin sehingga

pertumbuhannya dapat terhambat*3*°,

Kombinasi dari N-asetilsistein
dan ciprofloxacin memiliki efek sinergis
(50%) atau (50%)

terhadap strain P. aeruginosa, sehingga

efek antagonis

selain mampu meningkatkan kepekaan
terhadap antibiotik kombinasi tersebut
juga Pada

penelitian ini efek penurunan muncul

dapat menurunkannya.
pada penambahan N-asetilsistein dengan
1,25mg/ml-

Penurunan kepekaan bakteri

konsentrasi  kecil vyaitu
5mg/ml.
terjadi karena sifat antioksidan dari N-
asetilsistein yang menjadi sumber sistein

untuk sintesis intraseluler dari glutation.

Sifat  antioksidan  terutama  pada
pembentukan glutation inilah yang
mempengaruhi kerja antibiotik

ciprofloxacin yang menstimulasi induksi
dari reaktif oksigen spesies (ROS) pada
beberapa spesies bakteri. Glutation/GSH
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ini berperan dalam proteksi terhadap

stres  lingkungan  termasuk  syok
osmotik, keasaman, proteksi terhadap
toksin, dan stres oksidatif. Sebagai
contoh glutation memberi bakteri untuk
proteksi penting terhadap ciprofloxacin
dan fluoroquinolon lainnya'>##%,
Pemberian kombinasi N-
asetilsistein dengan ciprofloxacin bagus
diberikan ketika sudah terbentuk biofilm

pada Pseudomonas aeruginosa. Hal ini

dikarenakan  ciprofloxacin ~ mampu
menembus  biofilm Pseudomonas
aeruginosa  namun  gagal untuk

membunuh bakteri. Ketebalan biofilm
berhubungan dengan toleransi antibiotik
dikarenakan keterbatasan oksigen yang
membatasi aktivitas metabolik bakteri.
Gradasi oksigen merupakan kebutuhan
pada biofilm dan terdapat beberapa bukti
pada literatur bahwa kondisi anaerob
mengantagoniskan aksi antibiotik
melawan Pseudomonas aeruginosa. Dari
maka

sifat ciprofloxacin itu terapi

akan lebih baik diberi kombinasi seperti

N-asetilsistein yang memiliki
kemampuan untuk mengurangi atau
menghambat aderens  bakteri  dan

mengganggu pematangan biofilm dengan

matriks
24,25

cara menurunkan produksi

ekstraseluler polisakarida (EPS)



Simpulan dan Saran

Kesimpulan dari penelitian ini
adalah N-asetilsistein dan vitamin C
aktivitas

meningkatkan ciprofloxacin

dalam menghambat  pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa secara in vitro,
dengan  konsentrasi  minimal  N-
asetilsistein dan vitamin C masing-
masing adalah 9,593 mg/ml dan 1,9
mg/ml. Semakin tinggi konsentrasi N-
asetilsistein dan vitamin C, semakin
menghambat pertumbuhan bakteri. Saran
untuk mengembangkan penelitian ini
adalah perlu dilakukan uji secara in vivo

menggunakan hewan coba.
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sampaikan kepada seluruh pihak yang
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