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ABSTRAK

Siprofloksasin merupakan antibiotik yang sering digunakan. Laporan klinis menunjukkan bahwa
siprofloksasin dapat menurunkan ketebalan kulit pasien skleroderma. Penelitian pada binatang menunjukkan
bahwa obat ini dapat memacu aktivitas matriks metaloproteinase. Sifat serupa pada kulit manusia normal
belum diketahui.

Penelitian ini bertujuan menilai efek siprofloksasin dalam mendegradasi kolagen pada kulit normal.
Fibroblas kulit normal passage II yang diisolasi dari preputium anak berusia 11 tahun digunakan sebagai
subyek. Suspensi sel fibroblas 10°/ml dimasukkan ke dalam sumuran piring petri bersumur 96 dan dibagi
menjadi 4 kelompok (plasebo, siprofloksasin 25ug/ml, 50ug/ml, 100ug/ml) masing-masing kelompok terdiri
dari 6 sumuran. Sel dibiakan dengan DMEM + 10% FBS, diinkubasi selama 4 dan 5 hari. Untuk menilai
degradasi kolagen, medium diganti dengan larutan garam fisiologis buffer, diinkubasi selama 30 menit dan di
goyang-goyang dengan penggoyang otomatis 250 rpm. Kolagen larut diukur dengan esai sirius red,
kemudian dibaca dengan spektrofotometer 570 nm dan dianalisa dengan uji Mann-Whitney.

Rerata kolagen larut dari kelompok plasebo dan perlakuan berturut-turut adalah 0,79 +0,13 dan
0,84+0,15; 0,77+0,11; 0,77+0,15 di hari ke-4 (P>0,05). Pada hari ke-5, rerata kolagen larut kelompok
plasebo dan perlakuan yaitu 0,92+0,06, dan 0,88+0,06,; 0,92+0,15; 1,08+0,39 (P>0,05).

Siprofloksasin tidak berefek mendegradasi kolagen pada dermis manusia normal. (MDVI 2013;
40/3:104-107)

Kata Kunci: siprofloksasin, fibroblas, degradasi kolagen

ABSTRACT

Ciprofloxacin is an antibiotic. Clinical report showed ciprofloxacin reduce skin thickness in
scleroderma patients. In animal study, ciprofloxacin induced matrix metalloproteinase activity.The same
effect on normal human skin is unknown.

To measure collagen degradation effect of ciprofloxacin on normal human skin, passage II normal skin

fibroblast isolated from 11 year-old-boy preputium used as subject study. Concentration of 10°/ml fibroblast
. y Y prep ] . .

cell suspensions were plated on 96 well tissue cultures and divided into 4 groups (placebo, ciprofloxacin
25ug/ml, 50ug/ml, 100ug/ml) with 6 wells for each group. Cells were cultured with DMEM+10% FBS,
incubated for 4 and 5 days. To assess collagen degradation, culture medium was changed with buffer normal
saline solution, incubated for 30 minutes and shaked it with shaker at 250 rpm. Soluble collagen was
measured with sirius red essay, read with spectrophotometer 570nm and analyzed with Mann-Whitney test.

Means of soluble collagen from placebo and treated groups were 0.79+0.13 and 0.84+0.15; 0.77+0.11;
0.77£0.15 at day 4 (P>0.05). At day 5, means of soluble collagen from placebo and treated groups were
0.92+40.06; and 0.88+0.06; 0.92+0.15; 1.08+0.39 (P>0.05).

Ciprofloxacin has no collagen degradation effect on normal human dermal fibroblast. (MDVI 2013;
40/3:104-107)
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PENDAHULUAN

Siprofloksasin adalah antibiotik golongan fluoro-
quinolone yang banyak digunakan untuk terapi infeksi pada
berbagai sistem tubuh. Efek samping penggunaan
fluoroquinolone, termasuk siprofloksasin pada anak-anak
dan usia lanjut, berupa tendinitis dan ruptur tendon terutama
pada tendon dan sendi penyangga berat badan.' Penelitian
pada hewan coba (anjing normal) dengan spesimen dari
tendon Achilles, paratenon dan kapsul bahu menunjukkan
bahan siprofloksasin meningkatkan aktivitas matrix
metalloproteinase(MMP) fibroblas, mengurangi proliferasi
fibroblas, menurunkan sintesis kolagen, serta sintesis
proteoglikan fibroblas yang diduga menjadi dasar efek
antifibrosis siprofloksasin.”

Efek antifibrosis siprofloksasin juga ditunjukkan oleh
penelitian Rubén dkk. Pada pasien dengan skleroderma yang
mengalami penurunan ketebalan kulit yang diukur dengan
modifikasi Rodnan skin score setelah diberi siprofloksasin
250 mg setiap 12 jam per hari selama 6 bulan.® Hasil
penelitian tersebut sesuai dengan penelitian Sendzik, dkk.
yang menyebutkan bahwa siprofloksasin pada dosis terapi
dapat meningkatkan MMP dan degradasi kolagen tipe I pada
kultur sel tendon manusia.*

Peningkatan MMP di dermis kulit normal manusia
dapat menyebabkan penurunan extracellular matrix
(ECM) sehingga memicu kerut di kulit. Hal tersebut dapat
diperparah dengan efek fotosensitisasi siprofloksasin.'
Informasi tentang efek kerutan akibat siprofloksasin
masih terbatas, karena belum ada penelitian tentang efek
degradasi kolagen sebagai komponen ECM utama pada
dermis kulit normal manusia. Berdasarkan bukti tersebut,
muncul permasalahan apakah siprofloksasin dapat
mendegradasi kolagen sebagai akibat peningkatan aktivitas
MMP pada fibroblas kulit normal manusia.

Penelitian ini bertujuan untuk menilai efek siproflok-
sasin dengan berbagai konsentrasi dalam mendegradasi
kolagen pada kulit normal manusia.

METODE

Desain yang digunakan pada penelitian ini adalah
penelitian in vitro dengan rancangan kuasi eksperimental.
Penelitian dilakukan pada bulan Januari-Februari 2012 di
Laboratorium Teknologi Kedokteran Bagian Ilmu Kese-
hatan Kulit dan Kelamin, Fakultas Kedokteran Univer-
sitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

Sampel penelitian adalah biakan fibroblas (subkultur
1), diisolasi dari kulit preputium anak berusia 11 tahun,
dan dibiakkan dengan teknik explant. Preputium tersebut
dibiakkan dalam Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) dari Gibco"yang mengandung 10% Bovine Serum
(BS), 1000 11g/100 unit Penstrep-Gibco"/ml, Fungizonel 000
pg/ml, dan 100 mg/ml Cefiriaxone. Suspensi fibroblas
diteteskan pada tiap sumuran sebanyak 1x10° untuk masing-
masing sumuran.

Kelompok penelitian dibagi menjadi 2 yaitu kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan yang mendapat
siprofloksasin dari Phapros® 25pg/ml, 50ug/ml, 100pg/ml
dan masing-masing kelompok diulang sebanyak 6 Kkali.
Variabel bebas pada penelitian ini adalah biakan fibroblas
kulit normal manusia dan siprofloksasin dalam berbagai
konsentrasi. Variabel terikat adalah hasil pengukuran
kolagen larut yang terdegradasi dari kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan pada hari ke-4 dan ke-5.

Persiapan biakan fibroblas dilakukan sesuai protokol
subkultur  Freshney.’ Dilakukan pengambilan biakan
fibroblas passage II dari cawan kultur dengan membuang
media dalam cawan tersebut. Sebanyak 10 ml Phosphate
Buffered Saline (PBS) dimasukkan ke dalam cawan,
dibiarkan selama 10 menit lalu dibuang. Tripsin dalam
EDTA 0,25% sebanyak 3-4 ml dimasukkan ke dalam cawan
kultur dan biakan diinkubasi dalam suhu 37° C dengan 5%
CO, selama 2 menit. Biakan disuspensikan dalam 6 ml
DMEM lengkap dan dilakukan vortex serta disentrifugasi
pada 5000 putaran permenit selama 5 menit dengan suhu 4°
C. Supernatan yang terbentuk dibuang dan sebanyak 8 ml
NaCl 0,9% dimasukkan ke dalam tabung, lalu di vortex
kembali, dilanjutkan dengan sentrifugasi ulang pada
kecepatan dan suhu yang sama selama 5 menit. Supernatan
yang terbentuk dibuang dan DMEM lengkap ditambahkan
ke dalam tabung sebanyak 1 ml dan di lakukan vortex
kembali. Suspensi yang terbentuk berisi fibroblas yang siap
untuk digunakan. Suspensi fibroblas dipindahkan ke cawan
petri steril dan ditambahkan DMEM lengkap sesuai
kebutuhan penelitian. Suspensi fibroblas sebanyak 200uL
yang berisi 1x10° sel diteteskan ke dalam setiap sumuran
pada 2 microplate yang berisi 96 sumur (Iwaki ™) serta
diinkubasi pada suhu 37° C dan kadar CO, 5% selama 48
jam sampai sel fibroblas bercampur.

Biakan fibroblas pada kelompok perlakuan yang sudah
bercampur ditambahkan siprofloksasin dalam konsentrasi 25
pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, sedangkan kelompok kontrol
tidak diberi tambahan siprofloksasin. Biakan fibroblas
selanjutnya diinkubasi pada suhu 37° C dan kadar CO, 5%
selama 4 dan 5 hari. Pada hari ke-4, media biakan di ganti
dengan PBS dan diinkubasi selama 30 menit serta digoyang-
goyang dengan penggoyang otomatis pada kecepatan 250
putaran permenit. Kolagen larut diukur dengan sirius red dan
dibaca dengan spektrofotometer 570 nm. Langkah yang
sama dilakukan pada inkubasi biakan di microplate yang
berbeda pada hari ke-5.

Teknik pewarnaan sirius red dilakukan dengan cara
memindahkan 50 pl dari setiap sumuran ke dalam microtube
1,5 ml lalu ditambahkan 1000 pl sirius red dan diaduk
dengan vortex. Selanjutnya, microtube disentrifugasi pada
1000 G selama 5 menit dan supernatan yang terbentuk
dibuang. Sebanyak 1000 pl HCI 0,1 N ditambahkan ke
dalam microtube dan dikocok kembali dengan vortex serta
disentrifugasi lagi. Langkah ini dilakukan sampai 4 kali
untuk menghilangkan pewarna yang terikat. Sebanyak
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1000 ul NaOH 0,5 N ditambahkan ke dalam microtube
dan dikocok dengan vortex, kemudian dari setiap
microtube diambil sebanyak 200 pl dan dimasukkan ke
dalam multiwell plate dan dibaca dengan spektro-
fotometer 570 nm untuk mengukur kolagen larut yang
terdegradasi. Analisis data dilakukan menggunakan uji
Mann-Whitney dengan hasil bermakna p<0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil perbandingan dan analisis jumlah kolagen
larut yang terdegradasi pada kelompok perlakuan dan
kontrol dapat dilihat pada gambar 1 dan 2.
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Gambar 1. Grafik perbandingan rerata jumlah kolagen larut yang
terdegradasi pada kultur fibroblas dalam berbagai dosis
siprofloksasin hari ke-4 dengan kontrol

Pada gambar 1, tampak rerata jumlah kolagen larut
yang terdegradasi pada hari ke-4 lebih banyak dijumpai
pada kelompok siprofloksasin dengan konsentrasi 25
pg/ml, dibandingkan dengan kelompok yang lain. Hasil
uji Mann-Whitney diperoleh nilai p antara kelompok
kontrol dengan kelompok siprofloksasin 25 pg/ml, 50
pg/ml, 100 pg/ml berturut-turut adalah 0,100; 0,465; dan
0,584. Hal ini menunjukkan tidak ada perbedaan
bermakna dalam jumlah kolagen larut yang terdegradasi
antara kelompok kontrol dan perlakuan pada hari ke-4.
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Gambar 2. Grafik perbandingan rerata jumlah kolagen larut yang
terdegradasi pada kultur fibroblas dalam berbagai dosis
siprofloksasin hari ke-5 dengan kontrol

Pada hasil observasi terhadap kelompok kontrol dan
siprofloksasin dengan konsentrasi 25 pg/ml, 50 pg/ml,
100 pg/ml hari ke-5 diperoleh rerata kolagen larut yang
terdegradasi lebih banyak pada kelompok perlakuan
siprofloksasin 100 pg/ml seperti yang tampak pada
gambar 2. Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan per-
bedaan tidak signifikan antara kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan pada hari ke-5 (p >0,05).

Dermis adalah bagian struktur kulit yang terdiri atas
berbagai sel antara lain fibroblas, makrofag, dan sel mast.
Komponen utama lain di dermis adalah ECM yang dido-
minasi oleh kolagen tipe I.° Ketidakseimbangan antara faktor
yang mempengaruhi produksi dan degradasi kolagen dapat
menyebabkan gangguan pada dermis sehingga dermis tidak
dapat berfungsi dengan baik. Salah satu faktor yang mem-
pengaruhi produksi kolagen yaitu sel fibroblas sebagai
sumber kolagen, sedangkan matrix metalloproteinase (MMP)
merupakan enzim yang bersifat mendegradasi kolagen.

Siprofloksasin merupakan antimikroba yang bekerja
dengan menghambat DNA gyrase pada bakteri. Penelitian
sebelumnya menyebutkan bahwa siprofloksasin secara in
vitro dapat menyebabkan efek sitotoksik yang tergantung
pada konsentrasi dan durasi pajanan berupa kerusakan
susunan ECM, peningkatan MMP, inflamasi paratenon,
perubahan degeneratif pada sel tendon, penurunan
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aktivitas mitokondria, apoptosis, dan proliferasi sel
terhenti.>”® Mekanisme yang mendasari efek sitotoksik
siprofloksasin tersebut adalah kerusakan mitokondria
sehingga terjadi gangguan metabolisme energi selular,
produksi reactive oxygen species (ROS) berlebihan, siklus
sel terhenti, dan apoptosis.”™"'

Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa efek
antimikroba diperoleh pada konsentrasi siprofloksasin
maksimal 7 pg/ml dalam darah manusia setelah pemberian
secara oral atau intravena. Penelitian pada Jurkat cells
menunjukkan bahwa siprofloksasin dengan konsentrasi 25
pg/ml selama 4-11 hari dapat menghambat proliferasi
Jurkat cells tanpa menyebabkan apoptosis, sedangkan pada
konsentrasi di atas 80 pg/ml dengan durasi pajanan yang
sama dapat muncul efek apoptosis.'> Siprofloksasin dengan
konsentrasi 200-300 pg/ml dapat menimbulkan efek
apoptosis pada sel karsinoma vesica urinaria hanya dalam
waktu beberapa jam." Hasil penelitian pada kultur sel
fibroblas dermis normal manusia menyebutkan bahwa
siprofloksasin pada konsentrasi 0.129 - 0.194 mM selama
48 atau 72 jam dapat menghambat proliferasi fibroblas,
sedangkan di luar rentang konsentrasi tersebut fibroblas
tetap dapat tumbuh."

Penelitian tentang konsentrasi siprofloksasin yang
dapat menyebabkan degradasi kolagen pada dermis
manusia belum pernah diteliti. Pada penelitian ini rentang
konsentrasi siprofloksasin yang digunakan mengacu pada
hasil penelitian Wen-Chung dkk. yaitu konsentrasi
siprofloksasin optimal yang sudah dapat mendegradasi
kolagen tipe I pada kultur tendon Achilles tikus.” Perban-
dingan jumlah rerata kolagen larut yang terdegradasi pada
kelompok kontrol dan perlakuan antara hari ke-4 dan ke-5
menunjukkan jumlah yang lebih banyak pada hari ke-5.
Hal ini sesuai dengan penelitian Williams dkk. yang
menyebutkan bahwa efek sitotoksik siprofloksasin ber-
gantung pada waktu dan konsentrasi.” Hasil penelitian ini
menyatakan tidak ada perbedaan bermakna pada jumlah
kolagen larut yang terdegradasi antara kelompok kontrol
dan siprofloksasin 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml. Hasil
penelitian ini dapat dijelaskan karena kemungkinan
konsentrasi siprofloksasin dan durasi waktu pajanan yang
belum dapat menimbulkan efek mendegradasi kolagen tipe
I pada dermis normal manusia.

KESIMPULAN DAN SARAN

Siprofloksasin dengan konsentrasi 25 upg/ml, 50
pg/ml, 100 pg/ml tidak dapat menimbulkan efek degradasi
kolagen pada fibroblas dermis manusia normal. Perlu
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui konsentrasi

siprofloksasin optimal yang dapat memacu degradasi
kolagen fibroblas dermis normal manusia dengan meng-
amati parameter lain yang lebih spesifik.
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