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Pseudomonas aeruginosa is a gram negative bacterium that is pathogens opportunistic and the cause of
nosocomial infections. P. aeruginosa is resistant to antibiotics that are often given. The aim of this study is
to prove the presence of antibacterial activity of isolated glutathione from S. cerevisiae on P. aeruginosa
infection. The design of this study is a completely randomized design. The variation concentration used was
100%, 75% and 50%. The parameters observed were inhibition zone diameter, turbidity level and the
presence or absence of growth in MHA media. The results showed that the diameter of the largest inhibition
zone was found at a concentration of 100% which was 7.88 mm and included a moderate inhibition criteria.
The clearest solution after 24 hours incubation is a solution with an isolated glutathione concentration of S.
cerevisiae 100%. While when inoculated into MHA media, all concentrations still produce P. aeruginosa
growth. It means that the isolated glutathione from S. cerevisiae is bacteriostatic. Based on the results of these
studies, it can be concluded that the isolation of glutathione from S. cerevisiae has antibacterial activity
against P. aeruginosa so that can be used as an alternative treatment for P. aeruginosa infection.

Abstrak

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri gram negatif yang bersifat patogen oportunistik dan
penyebab infeksi nosokomial. P. aeruginosa resisten terhadap antibiotik yang sering diberikan.
penelitian ini bertujuan untuk membuktikan adanya aktivitas antibakteri dari glutathion hasil
isolasi dari S. cerevisiae terhadap infeksi P. aeruginosa. Rancangan penelitian ini adalah rancangan
acak lengkap. Variasi konsentrasi yang digunakan adalah 100%, 75% dan 50%. Parameter yang
diamati adalah diameter zona hambat, tingkat kekeruhan dan ada tidaknya pertumbuhan pada
media MHA. Hasil penelitian menunjukan bahwa diameter zona hambat paling luas terdapat
pada konsentrasi 100% yaitu 7,88 mm dan termasuk kriteria penghambatan sedang. Larutan
yang jernih setelah inkubasi 24 jam adalah larutan dengan konsentrasi glutathion hasil isolasi
dari S. cerevisiae 100%. Sedangkan ketika diinokulasikan ke media MHA, semua konsentrasi
masih menghasilkan pertumbuhan P. aeruginosa. Hal tersebut berarti glutathion hasil isolasi dari
S. cerevisiae bersifat bakteriostatik. Berdasarkan hasil penelitian tersebut, dapat disimpulkan
bahwa glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae memiliki aktivitas antibakteri terhadap P.
aeruginosa. Sehingga, glutathion hasil isolasi dari S.cerevisiae dapat digunakan sebagai alternatif
pengobatan terhadap infeksi P. aeruginosa.
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PENDAHULUAN

Pada negara berkembang termasuk Indonesia, infeksi merupakan penyakit yang masih
menjadi fokus pengendaliaan dibidang kesehatan (Mutsaqof et al., 2015). Pseudomonas aeruginosa
merupakan bakteri gram negatif yang bersifat patogen oportunistik. P. aeruginosa sering muncul
dalam daftar bakteri penyebab infeksi nosokomial. Pada penelitian yang dilakukan oleh Lutpiatina
(2017) menunjukkan bahwa P. aeruginosa menjadi salah satu bakteri penyebab infeksi nosokomial
di rumah sakit di kota Banjarbaru dengan presentase 17%.

Permasalahan saat ini adalah munculnya sifat resisten P. aeruginosa terhadap antibiotik
yang sering diberikan untuk pengobatan. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan di RSUP
dr. M. Djamil Padang dengan menggunakan sampel klinis pasien dengan hasil penelitian dari 79
isolat P. aeruginosa 27 isolat (34,17%) bersifat MDRPA dan 12 isolat (15,19%) bersifat resisten
terhadap satu atau dua jenis antibiotik (Rustini ez al., 2016). Munculnya sifat resistensi terhadap
antibiotik dapat meningkatkan toksisitas dan dampak buruk bagi tubuh pasien. Selain itu dapat
meningkatkan biaya perawatan. Oleh karena itu, diperlukan alternatif pengobatan untuk
mengatasi infeksi P. aeruginosa.

Menurut Yani & Kangmin (2009) glutathion memiliki potensi digunakan sebagai agen
antibakteri. Glutathion adalah tripeptida yang terdiri dari asam amino glisin, asam glutamat dan
sistein yang saling terhubung pada ikatan y- peptida (Yuniastuti, 2016). Glutathion dapat berperan
sebagai imunomodulator, antioksidan, dan dapat berperan sebagai antibakteri (Fraternale et al.,
2016). Aktivitas antibakteri adalah aktivitas dari suatu senyawa yang memiliki kemampuan untuk
mengganggu metabolisme bakteri patogen sehingga berdampak terhadap pertumbuhan bakteri
tersebut (Kapoor et al., 2017). Aktivitas antibakteri dapat dilihat menggunakan metode difusi yang
dikonfirmasi metode dilusi. Perkembangan saat ini glutathion dapat diproduksi dari
Saccharomyces cerevisiae dan menggunakan media alternatif dengan harga yang lebih
terjangkau. Glutathion yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah hasil isolasi dari S.
cerevisiae.

Adanya efek antibakteri pada glutathion dapat menjadi alternatif pengobatan infeksi yang
disebabkan oleh infeksi bakteri P. aeruginosa. Kemampuan glutathion yang dapat digunakan
sebagai agen antibakteri sangat menguntungkan. Hal tersebut karena mengingat bakteri P.
aeruginosa bersifat patogen oportunistik sehingga penggunaan glutathion selain sebagai antibakteri
juga dapat menjadi antioksidan dan perbaikan imun pasien sehingga mempercepat penyembuhan
infeksi. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan adanya aktivitas antibakteri glutathion hasil

isolasi dari S. cerevisisae terhadap pertumbuhan P. aeruginosa.
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METODE

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA Universitas Negeri Semarang
dan Laboratorium Mikrobiologi FK Universitas Diponegoro pada bulan April-Mei 2019. Sampel
yang digunakan adalah biakan murni P. aeruginosa yang didapat dari Laboratorium Mikrobiologi
FK UNDIP. Variabel bebas dalam penelitian ini meliputi antibiotik Ampicilin, glutathion
pabrikan, akuades steril, variasi konsentrasi glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae (100%, 755 dan
50%). Variabel terikat yang digunakan antara lain diamater zona hambat, tingkat kejernihan dan
ada tidaknya pertumbuhan pada media MHA (Muller Hinton Agar). Desain penelitian ini
ekperimental laboratoris menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan delapan kali
ulangan.
Produksi Glutathion

Peremajaan kultur S. cerevisiae pada media YPD (Yeast Extract Peptone Dextrosse) cair dan
diinkubasi pada shaker inkubator selama 24 jam dengan suhu 30°C. Kemudian suspensi S.
cerevisiae dibuat dengan cara menginokulasikan 1 ml hasil peremajaan S. cerevisiae ke dalam 9 ml
media YPD dan diinkubasi pada shaker inkubator selama 16 jam dengan suhu 30°C. Setelah itu,
jumlah sel awal diukur dengan spektrofotometer 600 nm (Hingga diperoleh nilai OD (0,2-0,4).
Tabung corning disiapkan dan masing-masing di isi dengan 1 ml larutan suspensi S. cereviseae + 9
ml media YPD dan diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 30°C pada shaker inkubator.
Kemudian masing-masing tabung ditambahkan 1 ml larutan H,O,0,2 mM dan di inkubasi selama
1 jam di suhu 30°C (Collinson & Dawes, 1992). Setelah itu, masing-masing tabung ditambah 3
mL larutan sistein asam glutamat (sistein 3,35mM & asam gluamat 10mM). Larutan
dihomogenkan dan diinkubasi selama 19 jam di dalam shaker inkubator pada suhu 30°C. Jumlah
sel akhir kembali dihitung menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm.
Ektraksi Glutathion

Larutan S. cereviseae di sentrifuge dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit dan setelah
itu antara supernatan dan pelet dipisah. Supernatan sementara disimpan di lemari es (glutathion
ekstraseluler). Sedangkan pelet (glutathion intraseluler), di cuci 2 kali menggunakan akuades steril
dan di sentrifuge dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. Glutathion kemudian diektraksi
menggunakan ethanol 40 % sebanyak 5 ml dan dihomogenkan dengan vortex (Xiong et al., 2009:
1012). Setelah homogen, glutathion diinkubasi pada inkubator dengan suhu 30°C selama 2 jam.
Konsentrasi glutathion diukur menggunakan ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) pada
panjang gelombang 405 nm dengan metode DTNB (5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)). Hasil
absorbansi kemudian di hitung berdasarkan persamaan kurva standar yang di peroleh.
Uji Aktivitas Antibakteri

Metode difusi menggunakan teknik cakram disk dengan merendam cakram disk pada

larutan glutathion hasil isolasi dari S. cerevisisae konsentrasi 100%, 75% dan 50%. Kontrol positif
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antibiotik ampicilin dan gulatahion pabrikan. Kontrol negatif akuades steril. Kemudian diletakkan
pada medium MHA yang sudah di inokulasikan P.aeruginosa (setara 0,5 Mc. Farland) dan
selanjutnya di inkubasi 37°C selama 24 jam. Setelah itu diameter zona hambat yang terbentuk
diamati dan diukur dengan penggaris. Metode dilusi dilakukan dengan cara mencampurkan media
NB+ suspensi P. aeruginosa (setara 0,5 Mc. Farland) + larutan glutathion hasil isolasi dari S.
cerevisiae (konsentrasi 100%, 75% dan 50%), kontrol posistif (ampicilin dan glutathion pabrikan),
kontrol negatif (akuades steril). Kemudian diinkubasi 37°C selama 24 jam dan diamati kekeruhan
untuk menentukan sifat bakteriostatik. Sedangakan untuk menentukan sifat bakterisid larutan
perlakuan sebelumnya diinokulasikan pada media MHA dan diinkubasi 37°C selama 24 jam.

selanjutnya diamati ada tidaknya pertumbuhan P. aeruginosa.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil pengukuran diameter zona hambat glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae terhadap
pertumbuhan P. aeruginosa dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rata-Rata Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat Glutathion hasil isolasi dari S.
cerevisiae terhadap Pertumbuhan P. aeruginosa

Kelompok Perlakuan Diameter Zona Kriteria Hambat
Hambat (mm)

K- 0,00 + 0,00* Tidak ada
K+A 7,00 + 0,54 Sedang
K+G 6,63 + 0,52° Sedang

P1 7,88 + 0,64¢ Sedang

P2 7,13 +0,35¢ Sedang

P3 6,13 + 0,35¢ Sedang

Keterangan :

Angka yang diikuti huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan pada setiap kelompok
perlakuan dengan taraf signifikansi p<0,05. Sedangkan angka yang diikuti huruf yang sama
menunjukan tidak ada perbedaan pada setiap kelompok perlakuan dengan taraf signifikansi
p>0,05.

K- = Kontrol negatif (akuades steril)

K+A = Kontrol positif (antibiotik Ampicilin)

K+G = Kontrol positif (glutathion pabrikan)

P1 = Glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae konsentrasi 100%
P2 = Glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae konsentrasi 75%
P3 = Glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae konsentrasi 50%

Penentuan sifat bakteriostatik pada glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae dilihat dari tingkat
kejernihan yang dihasilkan pada metode dilusi. Hasil pengamatan tingkat kejernihan pada metode

dilusi dapat dilihat pada Tabel 2, sedangkan visualisasinya dapat dilihat pada gambar 1.
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Tabel 2. Rata-Rata Tingkat Kejernihan yang Dihasilkan pada Media NB oleh Koloni Bakteri P.
aeuginosa dalam Konsentrasi Glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae
Kelompok Perlakuan Tingkat Kejernihan

K- +++
K+A -
K+G -

P1 -
P2 +

P3 ++

Keterangan :

- = Jernih

+ = Agak Keruh
++ = Keruh

+++ = Sangat Keruh

Penentuan sifat bakterisid pada glutathion hasil dari S. cerevisiae dapat dilihat dari hasil inokulasi
larutan pada masing-masing tabung pada uji kejernihan. Data terkait pertumbuhan hasil uji
kejernihan di media MHA (Muller Hinton Agar) dapat dilihat pada Tabel 3 dan visualisasinya dapat
dilihat pada Gambar 1.

Tabel 3. Rata-Rata Pertumbuhan Koloni Bakteri P. aeuginosa pada Media MHA (Muller Hinton
Agar dalam Konsentrasi Glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae
Kelompok Perlakuan Hasil
K-
K+A
K+G
P1
P2
P3
Keterangan :
- = Tidak ada pertumbuhan
+ = Ada pertumbuhan

++ + + + +

Gambar 1. Visualisasi Pertumbuhan P. aeruginosa dari tabung K- sampai P3
pada Media MHA
Berdasarkan data pada tabel 2 dapat diketahui bahwa tabung yang jernih adalah larutan dengan
penambahan glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae dengan konsentrasi 100%. Sedangkan
berdasarkan tabel 3 dan gambar 1 semua larutan yang ditanam pada media MHA tumbuh koloni

P. aeruginosa.
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Berdasarkan hasil pengamatan menunjukan, kriteria penghambatan glutathion hasil
isolasi dari S. cerevisiae tergolong sedang dengan hasil diameter zona hambat paling luas pada
konsentrasi 100% yaitu 7,88 mm (Ismail ez al., 2017). Semakin tinggi konsentrasi yang digunakan
maka diameter zona hambat yang dihasilkan semakin luas. Hasil tersebut diperkuat oleh
Megariyanthi (2018) yaitu semakin tinggi konsentrasi yang digunakan menghasilkan diameter
zona hambat yang semakin luas. Hasil pengamatan terhadap uji aktivitas antibakteri
menggunakan metode dilusi menunjukan bahwa glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae hanya
bersifat bakteriostatik pada konsentrasi 100%. Penentuan sifat bakteriostatik pada konsentrasi
100% karena setelah inkubasi 24 jam larutan dengan konsentrasi tersebut paling jernih. Adanya
kejernihan pada larutan glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae menunjukan bahwa terjadi
penghambatan pertumbuhan P. aeruginosa (Salasa et al., 2019). Pada uji penentuan penentuan sifat
bakteriosid menunjukan hasil negatif pada semua konsentrasi karena setelah dikultur pada media
MHA baik konsentrasi 50%, 75% hingga 100% tumbuh koloni bakteri P. aeruginosa. Berdasarkan
hal tersebut dapat diketahui glutathion hasil isolasi dari S.cerevisiae bersifat bakteriostatik terhadap
bakteri P. aeruginosa.

Pada penelitian ini, menggunakan glutathion hasil isolasi S. cerevisiae ektraseluler. Hal
tersebut karena saat produksi glutathion dari kultur S. cerevisiae, konsentrasi glutathion ektraseluler
yang diperoleh lebih tinggi daripada glutathion intraseluler. Konsentrasi glutathion ektraseluler
lebih tinggi karena ada penambahan H,O, yang berperan sebagai stressor atau ROS. Menurut
Bachhawat (2013) Ketika lingkungan ektraseluler terdapat ROS, glutathion akan ditransport ke
luar sel untuk menetralkan bagian ektraseluler sesuai dengan fungsinya sebagai antioksidan.

Berdasarkan hasil penelitian tersebut, maka dapat dikatakan bahwa glutathion hasil isolasi
dari S. cerevisiae memiliki aktivitas antibakteri terhadap P. aeruginosa dengan kriteria penghambatan
sedang dan bersifat bakteriostatik atau bersifat menghambat pertumbuhan dari bakteri P.
aeruginosa tersebut. Menurut Cheluvappa (2008) glutathion memiliki aktivitas antibakteri karena
glutathion mampu menghambat dan menetralisir pigmen piosianin yang di keluarkan oleh P.

aeruginosa dengan membentuk Gs-Pio merah-coklat.

ot

Paneyeo GS-Pio merah-coklat

Gambar 2. Reaksi glutathion dan piosianin (Cheluvappa et al., 2008)
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Penelitian yang dilakukan oleh Das (2017) memperkuat pernyataan bahwa glutathion
memiliki efek antibakteri. Pada penelitan Das tersebut menunjukan bahwa pemberian glutathion
terbukti menurunkan produksi biofilms pada P. aeruginosa. Biofilms merupakan kumpulan dari sel-
sel bakteri yang melekat pada permukaan sel inang dengan tujuan untuk meningkatkan daya
serang (patogenitas) serta mencegah penetrasi dan kerja antibiotik yang diberikan. Penurunan
produksi biofilms tersebut karena piosianin yang harusnya berikatan denga eDNA dari P.
aeruginosa untuk membetuk matriks biofilms, berikatan dengan glutathion yaitu pada bagian gugus
—SH. Ketika eDNA dan piosianin gagal berikatan maka akan mengganggu proses pembentukan
dan integritas dari biofilms. Saat proses pembentukan dan integritas biofilms terganggu maka akan
menghambat pertumbuhan P. aeruginosa pada inang dan menetralkan toksisitas P. aeruginosa (Das
et al., 2015). Adanya efek antibakteri pada glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae dapat menjadi
alternatif pengobatan infeksi yang disebabkan oleh infeksi bakteri P. aeruginosa yang sangat
menguntungkan. Hal tersebut karena mengingat bakteri P. aeruginosa bersifat patogen oportunistik
sehingga penggunaan glutathion selain sebagai antibakteri juga dapat menjadi antioksidan dan
perbaikan imun pasien sehingga mempercepat penyembuhan infeksi.

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah senyawa glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae
belum dilakukan tindakan purifikasi sehingga, masih tercampur dengan media dan bahan yang
digunakan. Meskipun belum dilakukan purifikasi dapat dipastikan bahwa adanya aktivitas
antibakteri terhadap P. aeruginosa dikarenakan senyawa glutathion. Hal tersebut karena
kandungan lain seperti media YPD, H;0,, glutamat dan sistein tidak memiliki kemampuan
antibakteri untuk menghambat aktivitas pertumbuhan dari P. aeruginosa. Saat proses pengukuran
kadar glutathion, DTNB yang warna awalnya bening ketika direaksikan dengan larutan
ektraseluler berubah warna menjadi kuning yang menandakan bahwa dalam larutan yang
direaksikan dengan DTNB mengandung glutathion. Selain itu, pada uji menggunakan metode
dilusi pengamatan hasilnya dilakukan secara visual secara langsung. Sebaiknya jika
memungkinkan, pengamatan tingkat kejernihan pada metode dilusi dapat diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer dengan begitu hasil yang diperoleh lebih valid. Namun pada
penelitian yang telah dilakukan dengan 5 kali ulangan memperoleh hasil yang sama yaitu

konsentrasi yang memiliki kejernihan yang sama dengan kontrol positif adalah konsentrasi 100%.

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa glutathion hasil
isolasi dari S. cerevisiae memiliki aktivitas antibakteri terhadap P. aeruginosa pada konsentrasi 100%.
Sehingga, glutathion hasil isolasi dari S. cerevisiae dapat digunakan sebagai pengobatan alternatif

pada infeksi P. aeruginosa.
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