PENGARUH BAHAN Endotracheal Tube (ETT) TERHADAP PEMBENTUKAN BIOFILM
OLEH BAKTERI Staphylococcus aureus
Alvito Kurnia Pramarendra, Citra Destya Rahma Putri!, Rio Risandiansyah!2#
'Fakultas Kedokteran, Universitas Islam Malang

?Pusat Studi Integrasi Kedokteran Islam, Bioinformatika, dan Obat Tradisional Indonesia
(PSIKIBiOTI)

ABSTRAK
Pendahuluan: Ventilator-associated pneumonia (VAP) adalah salah satu risiko intubasi dengan ETT yang
berkepanjangan oleh bakteri Staphylococcus aureus. PVC dan silikon adalah bahan yang paling umum pada ETT.
Bahan ETT dapat mempengaruhi adhesi dari bakteri pada permukaan ETT. Adhesi bakteri dapat menginisiasi
pembentukan biofilm pada permukaan ETT. Namun, penelitian terkait pembentukan biofilm karena bahan ETT
(PVC dan silikon) belum banyak diteliti. Penelitian ini membandingkan perbedaan pembentukan biofilm oleh
Staphylococcus aureus pada bahan ETT yang berbeda.
Metode: Penelitian eksperimental in vitro pembentukan biofilm oleh bakteri Staphylococcus aureus pada
permukaan ETT berbahan PVC dan silikon dengan inkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Bakteri viable yang
tumbuh pada permukaan ETT diukur dengan Total Plate Count (TPC), sedangkan bakteri keseluruhan dan
Extracellular Matrix (ECM) akan dikuantifikasi menggunakan metode pewarnaan Crystal Violet (CV). Metode
TPC diukur dengan menghitung jumlah koloni pada media Nutrient Agar (NA) dengan nilai satuan Log CFU/ml.
Metode CV dilakukan dengan mengukur absorbansi zat warna dari biofilm pada panjang gelombang 585 nm.
Analisa data dilakukan dengan uji Mann Whitney (p>0,05).
Hasil & Pembahasan: Hasil perhitungan TPC tidak menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antara PVC
dan silikon dengan satuan Log CFU/ml yang setara dengan 10*-10° CFU/mL. Uji CV menunjukkan ada perbedaan
antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan PVC, namun tidak ada perbedaan pada bahan silikon. Hasil
uji CV menunjukkan tidak ada perbedaan antara bahan PVC dan silikon.
Simpulan: Pembentukan biofilm Staphylococcus aureus antara ETT berbahan PVC dan silikon tidak terdapat
perbedaan.
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ABSTRACT
Background: Ventilator-associated pneumonia (VAP) is one of the risks of prolonged intubation with an ETT
caused by Staphylococcus aureus bacteria. PVC and silicone are the most common materials used in ETTs. ETT
materials can affect bacterial adhesion to the ETT surface. Bacterial adhesion can initiate biofilm formation on
the ETT surface. However, research related to biofilm formation due to ETT materials (PVC and silicone) has not
been widely studied. This study compares the differences in biofilm formation by Staphylococcus aureus on
different ETT materials.
Methods: In vitro experimental study of biofilm formation by Staphylococcus aureus bacteria on the surface of
PVC and silicone ETT with incubation at 37° C for 24 hours. Viable bacteria growing on the surface of ETT were
measured by Total Plate Count (TPC), while the overall bacteria and Extracellular Matrix (ECM) were quantified
using the Crystal Violet (CV) staining method. The TPC method was measured by counting the number of colonies
on Nutrient Agar (NA) media with a value of Log CFU/ml units. The CV method was carried out by measuring the
absorbance of the dye from the biofilm at a wavelength of 585 nm. Data analysis was carried out using the Mann
Whitney test (p>0.05).
Results & Discussion: The TPC calculation results showed no significant difference between PVC and silicone
with Log CFU/ml units equivalent to 10°-10° CEFU/mL. The CV test showed a difference between the control group
and the PVC treatment group, but no difference was found in the silicone material. The CV test results showed no
difference between PVC and silicone materials.
Conclusion: There was no difference in the formation of Staphylococcus aureus biofilm between PVC and silicone
ETTs.
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PENDAHULUAN

Ventilator-associated pneumonia (VAP)
adalah istilah yang digunakan untuk
menggambarkan pneumonia (infeksi paru-paru)
yang berkembang pada pasien yang telah
menggunakan ventilasi mekanis selama lebih dari 48
jam. Menurut penelitian Saragih et al (2014),
prevalensi penyebab VAP di RS Cipto
Mangunkusumo pada pasien rawat Intensive Care
Units (ICU) selama tahun 2003-2012 dengan jenis
patogen hasil kultur darah adalah bakteri
Staphylococcus aureus (5,7%) (1).

Intubasi adalah faktor risiko utama, terkait
dengan lebih dari 95% pneumonia di ICU (2).
Endotracheal Tube (ETT) merupakan penyebab
utama perkembangan VAP karena proses kolonisasi
mikroba pada permukaan ETT yang dini dan
pembentukan biofilm oleh berbagai patogen (3).
Endotracheal Tube (ETT) yang paling umum
digunakan adalah bahan Polyvinyl Chloride (PVC),
karena sifatnya yang murah dan fleksibel. Pada
permukaan silikon, terjadi pengurangan adhesi
bakteri dan pembentukan biofilm yang signifikan
dibandingkan dengan permukaan PVC (4).

Endotracheal Tube (ETT) PVC memiliki
kerentan terhadap adhesi bakteri in vitro (5).
Permukaan hidrofobik ETT-PVC memberikan
kondisi ideal untuk adhesi dan proliferasi mikroba,
yang akhirnya menghasilkan kolonisasi mikroba
persisten di seluruh permukaan ETT eksternal (3).
Biofilm merupakan sekumpulan dari
mikroorganisme yang memproduksi Extracellular
Polymeric Substance (EPS) yang disekresikan oleh
bakteri selama proses pertumbuhan pada perlekatan
substrat biotik maupun abiotik (6).

Berdasarkan bahan ETT yang digunakan,
menunjukkan bahwa perbedaan bahan ETT dapat
mempengaruhi  angka  kemunculan  biofilm.
Penelitian sebelumnya dilakukan uji bahan ETT
berbahan PVC yang dilapisi terhadap pembentukan
biofilm. Namun, belum membandingkan antara ETT
berbahan PVC dan silikon. Penelitian ini akan
melakukan perbandingan kuantifikasi biofilm
Staphylococcus aureus pada berbagai bahan ETT
dengan menggunakan metode 7otal Plate Count
(TPC) dan Crystal violet (CV).

METODE PELAKSANAAN
Desain Penelitian, Tempat, dan Waktu Penelitian
Penelitian eksperimental yang menguji
kuantifikasi biofilm dari bakteri Staphylococcus
aureus yang terbentuk pada permukaan ETT silikon
dan PVC, dengan menggunakan jumlah Colony
Forming Unit dan absorbansi Crystal violet.
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pusat
Riset Kedokteran (LPRK) Fakultas kedokteran,
Universitas Islam Malang pada bulan Agustus-
September 2025.
Persiapan Pembentukan Sel Biofilm pada ETT
Endotracheal Tube (ETT) berbahan PVC
dan silikon dalam sediaan steril dipotong sebesar 1
cm? di dalam Laminar Air Flow (LAF). Potongan

ETT ditanam pada media Broth Heart Brain Infusion
(BHIB) + 5% sukrosa sebanyak 4 ml dan
ditambahkan larutan bakteri Staphylococcus aureus
0,5 ml yang sudah distandarisasi dengan standar
McFarland 0,5 (10 CFU/mL) (16). Inkubasi dengan
suhu 35 °C selama 18-24 jam (7).

Kuantifikasi Bakteri Viabel pada Endotracheal
Tube (ETT) dari Bahan PVC dan Silikon

Potongan ETT yang sudah diinkubasi,
diangkat dan dipindahkan ke dalam microtube 2 ml
yang berisi 1 ml Normal Saline (NS) steril.
Kemudian, dilakukan vortex selama 1 menit dengan
kecepatan penuh dan sonikasi pada 10 Hz selama 50-
60 detik. Kemudian, di vortex kembali selama 1
menit. Masing-masing  microtube  dilakukan
pengenceran 1/1.000 dan 1/10.000 (8). Hasil dari
pengenceran dicelupkan dengan kapas lidi steril dan
ditanam pada media Nutrient Agar (NA). Inkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Jumlah sel dalam
satuan CFU/ml dihitung dengan rumus perhitungan;
CFU/ml (g) = jumlah koloni / jumlah sampel yang
diinokulasikan. Jumlah ulangan dilakukan 3x dalam
3 hari berbeda (n=9).

Kuantifikasi Indirek Biofilm pada Potongan
Endotracheal Tube (ETT)

Potongan ETT yang sudah diinkuasi,
dibilas dengan PBS 1 kali sebanyak 2 ml dengan pH
7,2 untuk menghilangkan planktonic. Kemudian
diberikan metanol 96% sebanyak 2 ml selama 10
menit lalu metanol dibuang, dan dibilas kembali
dengan PBS 1 kali sebanyak 2 ml. Setelah dibuang,
tambahkan CV 0,1% sebanyak 2 ml dan diamkan
selama 10 menit dan dibilas dengan PBS 2 kali.
Masukan asam asetat 33 % sebanyak 2 ml dan
diamkan selama 10 menit untuk melakukan fiksasi
bakteri dan biofilm pada ETT, serta melarutkan CV.
Kemudian, pindahkan ke dalam 96 well plate untuk
dibaca menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 585 nm. Semakin tinggi hasil
absorbansinya maka semakin tinggi biofilm yang
terbentuk (9).

Analisa Statistik

Hasil data bakteri viabel (TPC) dan
pewarnaan CV biofilm diuji normalitas dan
homogenitas menggunakan SPSS versi 23.0. Hasil
uji data untuk melihat perbedaan antara bahan PVC
dan Silikon berdasarkan bakteri viabel menunjukkan
data tidak berdistribusi normal maka diuji
menggunakan Mann Whitney. Sedangkan untuk
perbedaan antara bahan PVC dan silikon
berdasarkan nilai absorbansi CV mengunjukkan
data berdistribusi normal maka diuji menggunakan
Independent T-Test. Untuk melihat perbedaan nilai
absorbansi CV antara kelompok intervensi dan
kontrol negatif menunjukkan data berdistribusi
normal dan homogen maka diuji dengan
Independent T-Test.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Kuantifikasi Bakteri Viabel pada
Endotracheal Tube (ETT) dari Bahan PVC dan
Silikon



Gambar 1 Morfologi bakteri Staphylococcus

aureus pada media Nutrient Agar (NA).
Keterangan: (A) pengenceran 1/1.000; (B) pengenceran
1/10.000.

Morfologi Staphylococcus aureus pada
media Nutrient Agar (NA), Gambar 1 pertumbuhan
bakteri berbentuk bulat dengan permukaan
mengkilat, dan pigmen kuning pada koloni yang
tipikal bakteri Staphylococcus aureus (10).

Perhitungan bakteri viabel menggunakan
satuan Log CFU/mL yang setara dengan 10%-103
CFU/mL pada Gambar 2A, bahwa rata-rata bakteri
viabel yang terbentuk pada bahan PVC 4,84,
sedangkan pada bahan silikon 4,66. Hal ini
menunjukkan bahwa pada bahan ETT-PVC dan
silikon tidak memiliki perbedaan yang signifikan
(»>0,05).

Nilai Serapan (4bsorbansi) Biofilm pada Cyristal
Violet

Berdasarkan Gambar 2B, hasil rata-rata
nilai absorbansi menunjukkan pembentukan biofilm
pada bahan PVC 0,13 dengan nilai kontrol negatif
0,09; pada bahan silikon 0,11 dengan nilai kontrol
negatif 0,08. Hal ini menunjukkan bahwa pada
permukaan bahan ETT-PVC dan silikon tidak
memiliki perbedaan yang signifikan (p>0,05).
Terdapat perbedaan yang signifikan antara
kelompok kontrol negatif dan intervensi pada bahan
PVC (p<0,05), sedangkan pada bahan silikon tidak
terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok
kontrol negatif dan intervensi (p>0,05).

PEMBAHASAN
Bakteri Viabel yang Diukur dengan Total Plate
Count (TPC)

Biofilm adalah populasi bakteri yang
terorganisir dan mengacu pada Extracellular Matrix
(ECM) seperti membran yang dibentuk oleh adhesi
koloni bakteri dan Extracellular Polymeric
Substance (EPS) seperti polisakarida, asam nukleat,
dan protein yang disekresikan oleh bakteri selama
proses pertumbuhan (6). Terbentuknya biofilm pada
biomaterial pada akhirnya dapat menyebabkan
peradangan kronis dan berfungsi sebagai reservoir
bakteri (11). Peran ETT dalam patogenesis VAP
menjadi sangat menonjol karena penelitian ekstensif
yang ditujukan untuk infeksi terkait alat medis dan
biofilm (3).

Berdasarkan hasil penelitian ini, bahwa
pembentukan biofilm bakteri pada masing-masing
ETT dan tidak terdapat perbedaan signifikan antara
PVC dan silikon. Hasil TPC pada ETT berbahan
PVC dan silikon 4,84 dan 4,66 Log CFU/ml. Hal ini

menunjukkan perhitungan bakteri viabel pada ETT
berbahan PVC dan silikon tidak memiliki perbedaan
yang signifikan.

Adhesi bakteri pada permukaan ETT-PVC
memiliki kerentan secara in vitro (5), sedangkan
pada silikon, terjadi porositas yang membuat bahan
silikon rentan terhadap adhesi mikroba (12).
Permukaan hidrofobik PVC-ETT memberikan
kondisi ideal untuk perlekatan dan proliferasi
mikroba, yang akhirnya menghasilkan kolonisasi
mikroba persisten di seluruh permukaan ETT
eksternal dan internal (3). Staphylococcus aureus
dapat secara signifikan membentuk biofilm pada
tabung silikon (11). Adhesi bakteri memiliki
keterkaitan dengan sifat biomaterial dan zat-zat
tertentu  yang terelusi dari kateter dapat
mempengaruhi perkembangan bakteri (18).

Hal ini bertentangan dengan penelitain
sebelumnya, Thorarinsdottir HR et. al. (2020) yang
dilakukan secara in vivo dengan menggunakan ETT
yang telah digunakan pasien. Thorarinsdottir HR et.
al. (2020) melaporkan bahwa pada permukaan PVC
lapis silikon, terjadi pengurangan adhesi bakteri dan
pembentukan biofilm yang signifikan dibandingkan
dengan permukaan PVC. Penelitian yang dilakukan
selama 6 periode, masing-masing periode
berlangsung selama 3 bulan. Di mana setiap 2
periode menggunakan ETT dengan bahan yang
berbeda, di antaranya yaitu, bahan PVC, PVC yang
dilapisi silikon, dan ETT yang dilapisi logam mulia
tipis. Sampel pasien diambil dari pasien yang berusia
> 18 tahun dan dirawat di Intensive Care Unit (ICU)
yang memerlukan intubasi setidaknya 24 jam (4).

Berdasarkan hasil kultur pada penelitian
Thorarinsdottir HR et. al. (2020), didapatkan bakteri
patogen Gram positif, salah satunya Staphylococcus
aureus. Endotracheal Tube (ETT) yang terdapat
bakteri Staphylococcus aureus pada bahan PVC
(n=14), yaitu 2 (11%); bahan PVC yang dilapisi
silikon (n=13), yaitu 2 (13%). Hal ini menunjukkan
bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan dari
bahan PVC dan silikon pada hasil kultur (4). Hal ini
sejalan dengan hasil penelitian yang dilakukan pada
hasil penelitian ini, bahwa tidak ada perbedaan yang
signifikan antara bahan PVC dan silikon dari hasil
TPC.

Normal flora di nasofaring dapat memicu
pembentukan biofilm dan lebih lanjut bergabungnya
bakteri patogen ke dalam biofilm yang sudah
terbentuk (19). Tahap paling awal dari pembentukan
biofilm multi-spesies adalah kebocoran sekresi
nasofaring yang kemudian terdapat bakteri normal
flora yang sebagian besar adalah Streptococcus sp.
di sekitar ETT, sehingga dapat melakukan adhesi dan
kolonisasi awal. Tahap kedua, yaitu ko-agregasi
Streptococcus sp. dengan normal flora lain
subgingiva, dan lebih lanjut dapat bergabungnya
spesies oral opotunistik. Hal ini memungkinkan
bergabung dan berinteraksinya bakteri patogen
nosokomial, seperti Staphylococcus aureus dengan
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Gambar 2 (A) Perbandingan jumlah bakteri viabel antara bahan PVC dan silikon. (B) Nilai Absorbansi

Cyristal Violet (CV) antara bahan PVC dan silikon.

Keterangan: Perbandingan bahan PVC dan silikon pada jumlah bakteri viabel dan nilai absorbansi CV tidak terdapat perbedaan signifikan
(p>0,05) diuji dengan Mann Whitney. Pada perbandingan kelompok kontrol (jingga) dan perlakuan (biru) bahan PVC, ditemukan perbedaan
yang signifikan (p<0,05); pada bahan silikon tidak ditemukan perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol (jingga) dan perlakuan (biru)

(»>0,05) diuji dengan Independent T-Test

spesies bakteri oral di dalam biofilm yang sudah
terbentuk (19).

Biofilm  heterogen dapat berevolusi
sehingga persaingan antar spesies berkurang dan ko-
metabolisme meningkat sehingga pembagian
sumber daya/nutrisi yang lebih efisien antar spesies
(20). Heterogenitas pada biofilm menghasilkan
gardien yang curam dan menjadi ciri biofilm dengan
tebal yang berlapis-lapis  (21). Hal ini
memungkinkan pembentukkan biofilm pada
penelitian in vivo terbentuk lebih kompleks.
Absorbansi Crystal Violet

Berdasarkan  hasil  penelitian  nilai
absorbansi Crystal Violet, tidak terdapat perbedaan
yang signifikan antara ETT-PVC dengan silikon
(p>0,05). Terdapat perbedaan yang signifikan antara
kelompok kontrol negatif dan intervensi pada bahan
PVC (p<0,05), sedangkan pada bahan silikon tidak
terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok
kontrol negatif dan intervensi (p>0,05).

Pada pengukuran dengan menggunakan
metode Crystal Violet, hasil yang didapatkan sejalan
dengan hasil perhitungan bakteri viabel. Di mana
terdapat pertumbuhan bakteri dan pembentukan
biofilm pada permukaan ETT. Namun, Crystal Violet
yang digunakan sebagai pewarnaan biofilm dapat
menempel pada bahan ETT (17).

Adhesi bakteri pada permukaan dan
pembentukan biofilm bergantung pada sejumlah
sifat fisikokimia dinding bakteri dan substrat
permukaan, termasuk kekasaran permukaan, dan
hidrofobisitas (13). Sifat hidrofobisitas yang dimiliki
pada material menjadi perhatian penting dalam
proses adhesi bakteri (14). Interaksi hidrofobik
didasari kontak yang rapat antara molekul dengan
permukaan bakteri (15). Namun, pada penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa topografi ETT-
PVC dan silikon, yang belum digunakan, memiliki
permukaan yang sama secara subjektif yang
dianalisis dengan Scanning electron microscopy
(SEM) (4).

Permukaan hidrofobik pada bahan ETT-
PVC dan silikon menjadi faktor penentu adhesi
bakteri, sehingga mempengaruhi pemebentukan

biofilm. Walaupun sifat hidrofobik dari bahan ETT
PVC dan silikon masih banyak pertentangan dalam
pengaruh proses adhesi dan pembentukan biofilm
pada permukaan abiotik. Selain itu, perlunya melihat
faktor lain yang dapat menjadi faktor adhesinya
bakteri pada permukaan biomaterial. Pada penelitian
ini, metode yang digunakan masih belum dapat
mengamati struktur tiga dimensi biofilm pada
permukaan ETT, sehingga menjadi keterbatasan
dalam menentukan dan menilai biofilm yang
terbentuk pada permukaan ETT.

KESIMPULAN

1. Perbandingan jumlah koloni tidak terdapat
perbedaan yang signifikan pada pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus antara bahan
PVC dan silikon.

2. Perbandingan nilai absorbansi CV pada ETT
bahan PVC dan Silikon tidak terdapat
perbedaan yang signifikan. Perbandingan antara
kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan
pada bahan PVC terdapat perbedaan yang
signifikan, sedangkan pada bahan silikon tidak
terdapat perbedaan yang signifikan.

SARAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  yang
didapatkan oleh peneliti, penulis menyarankan,
menggunakan metode yang dapat menilai dan
mengevaluasi biofilm secara langsung, seperti
Scanning electron microscopy (SEM).
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