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ABSTRAK
Pendahuluan: Ventilator-associated pneumonia (VAP) diakibatkan karena intubasi endotrakeal yang
berkepanjangan melalui pembentukan biofilm oleh bakteri seperti Enterobacter sp pada permukaan endotracheal
tube (ETT). Terbentuknya biofilm dipengaruhi oleh bahan dari ETT berupa Polyvinylcloride (PVC) dan silikon
yang mempengaruhi kemampuan bakteri untuk melakukan adhesi dan kolonisasi. Penelitian ini membandingkan
pertumbuhan dan biofilm dari bakteri Enterobacter sp.
Metode: Penelitian eksperimental in vitro yang membandingkan pertumbuhan dan pembentukan biofilm oleh
bakteri Enterobacter sp pada permukaan ETT berbahan PVC dan silikon. Bakteri viable yang tumbuh pada
permukaan ETT diukur dengan Total Plate Count (TPC), dan penempelan bakteri dibahan ETT akan 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 TPC tidak menunjukkan adanya perbedaan signifikan antara PVC dan silikon (4,75
dan 4,85 Log CFU/ml). Hasil perwarnaan CV menunjukkan perbedaan signifikan antara kelompok kontrol dan
perlakuan (0,11£0,065 dan 0,1+£0,064). Namun, tidak terdapat perbedaan signifikan antara kelompok perlakuan
PVC dan silikon (0,11 dan 0,1). Hal ini menunjukkan jumlah koloni pada ETT berbahan PVC dan silikon tidak
memiliki perbedaan yang signifikan dan hasil perwarnaan CV pada bahan PVC dan silikon tidak memiliki
perbedaan yang signifikan.
Simpulan: Bahan ETT dari PVC dan silikon tidak berpengaruh terhadap biofilm atau jumlah sel viabel
Enterobacter sp.
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ABSTRACT
Background: Ventilator-associated pneumonia (VAP) is caused by prolonged endotracheal intubation through
the formation of biofilms by bacteria such as Enterobacter sp. on the surface of the endotracheal tube (ETT).
Biofilm formation is influenced by the ETT materials, namely polyvinyl chloride (PVVC) and silicone, which affect
the bacteria's ability to adhere and colonize. This study compared the growth and biofilm characteristics of
Enterobacter sp.
Methods: in vitro experimental study comparing the growth and biofilm formation of Enterobacter sp bacteria on
PVC and silicone ETT surfaces. Viable bacteria growing on the ETT surface were measured by Total Plate Count
(TPC), and bacterial attachment to the ETT material was measured 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: TPC results showed no significant difference between PVC and silicone (4.75 and 4.85
Log CFU/ml). CV staining results showed a significant difference between the control and treatment groups
(0.11£0.065 and 0.1+0.064). However, there was no significant difference between the PVC and silicone treatment
groups (0.11 and 0.1). This indicates that the number of colonies in PVC and silicone ETTs did not have a
significant difference and the CV staining results on PVC and silicone materials did not have a significant
difference.
Conclusion: ETT materials made of PVC and silicone do not affect the biofilm or the number of viable cells of
Enterobacter sp.
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PENDAHULUAN

Healthcare Associated Infections (HAISs)
merupakan infeksi yang didapatkan pada saat berada
di fasilitas kesehatan dan bukan merupakan bagian
dari penyakit yang sedang dialami oleh individu.
Infeksi ini dapat dialami oleh tenaga kesehatan,
pasien, pengunjung, maupun siapa saja yang berada
di lingkungan rumah sakit (1). Salah satu contoh dari
Healthcare Associated Infections (HAls) adalah
Ventilator-associated pneumonia (VAP). Ventilator-
associated pneumonia (VAP) adalah infeksi di paru-
paru yang terjadi pada pasien yang menggunakan
ventilator mekanik selama lebih dari 48 jam setelah
dilakukan pemasangan intubasi endotrakeal. World
Health Organization (WHO 2022) menyebutkan
bahwa tingkat kejadian Ventilator-associated
pneumonia (VAP) berkisar antara 2,13 hingga 116
per seribu hari, dan berbeda-beda diberbagai negara
di wilayah ini. Tingkat kematian yang tinggi juga
tercatat, yaitu berkisar antara 16,2% hingga 74,1%
2).

Biofilm adalah kumpulan dari sel-sel
mikroba yang melekat secara ireversibel pada suatu
permukaan dan terbungkus salam  matriks
Extracellular Polymeric Substances (EPS) (3).
Tahap awal adhesi ditandai dengan perlekatan
bakteri secara reversibel dan irrevelsibel pada
permukaan (4). Mikroorganisme yang paling sering
ditemukan pada kasus ini adalah Enterobacter sp,
diikuti oleh Enterobacteriaceae (pesudomons aureus
Escherichia coli., Salmonella spp., Klebsiella sp.,
dan Enterobacter sp) dan Staphylococcus aureus (5).

Endotracheal Tube (ETT) adalah alat yang
digunakan untuk menjaga keselamatan jalan napas
atas. Alat ini dipasang melalui laring ke dalam
trakea, sehingga memungkinkan udara dan uap
masuk dan keluar paru-paru (6). ETT terbuat dari
bahan fleksibel seperti polyvinyl chloride (PVC) atau
silikon, yang menjadikan ETT tempat ideal untuk
kolonisasi mikroba dan proliferasi biofilm pada
permukaan ETT (7). Berdasarkan bahan ETT yang
digunakan, menunjukkan bahwa perbedaan bahan
ETT dapat mempengaruhi angka kemunculan
biofilm.

Flagel dapat menempel pada permukaan
biomaterial untuk meningkatkan interaksi antara
bakteri dan permukaan yang dilekatkan dan juga
dapat mengurangi gaya tolak antara sel dan
permukaan, sehingga meningkatkan pelekatan sel ke
permukaan (8). Penelitian sebelumnya dilakukan uji
bahan ETT berbahan PVC yang dilapisi terhadap
pembentukan biofilm. Namun, belum
membandingkan antara ETT berbahan PVC dan
silicon (5). Penelitian ini akan melakukan
perbandingan kuantifikasi biofilm Enterobacter sp
pada berbagai bahan ETT dengan menggunakan
metode direct dengan Total Plate Count (TPC) dan
indirect dengan perwarnaan Crystal violet (CV).

METODE PELAKSANAAN

Desain Penelitian, Tempat, dan Waktu Penelitian

Penelitian ini yang menguji kuantifikasi
biofilm dari bakteri Enterobacter sp 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 Enterobacter sp 0,5 ml
yang sudah distandarisasi dengan standar McFarland
0,5 (108 CFU/mL) (16). Inkubasi dengan suhu 37-38
°C selama 18-24 jam (9).

Perhitungan Bakteri Viabel

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 (10). 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).

Perhitungan Biofilm Berdasarkan Absorbansi
dengan Crystal Violet

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. Kemudian
dibuang, lalu di tambahkan CV 0,1% sebanyak 2 ml
dan diamkan selama 10 menit dan di bilas dengan
PBS 2 kali, kemudian 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 (11).

Analisa Statistik

Hasil data jumlah koloni (TPC) dan
pewarnaan CV biofilm diuji normalitas dan
homogenitas menggunakan SPSS versi 23.0.
Apabila hasil uji mendapatkan data berdistribusi
normal maka dilanjut dengan uji independent
Samples Test. Apabila hasil data tidak berdistribusi
normal maka diuji menggunakan Mann Whitney.
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Gambar 1 Hasil Kuantifikasi Bakteri Pada ETT Bahan PVC dan Silikon
Keterangan: A. Log (CFU/mL+1) pada bahan PVC menunjukkan nilai 4,75, sedangkan pada bahan silikon menunjukkan 4,85; B. Hasil
absorbansi CV pada bahan PVC menunjukkan nilai 0,11; pada bahan silikon menunjukkan nilai 0,1.

HASIL
Hasil Perbandingan Jumlah Bakteri Viabel pada
ETT Berbahan PVC dan Silikon

Morfologi Enterobacter sp pada media
Nutrient Agar (NA), Gambar 2 memiliki koloni
yang tidak berpigmen atau berpigmen kuning (12).

Gambar 2 Morfologi bakteri Enterobacter sp.
pada media Nutrient Agar (NA) pada
pengenceran 1/1.000

Keterangan: Morfologis bakteri Enterobacter sp. pada media
Nutrient Agar (NA) memiliki koloni yang tidak berpigmen atau
berpigmen kuning.

Perhitungan  jumlah  koloni  bakteri
menggunakan Log CFU/mL yang setara dengan 10*
-10° CFU/mL pada Gambar 1A, menunjukkan
bahwa pada bahan ETT PVC (4,75) dan silikon
(4,85) tidak memiliki perbedaan yang signifikan
(»>0,05).

Nilai Serapan (Absorbansi) Biofilm pada
Perwarnaan Crystal Violet

Berdasarkan  hasil  nilai  absorbansi
pembentukan biofilm Crystal Violet pada masing-
masing bahan ETT pada histogram Gambar 1B,
bahwa pada permukaan bahan ETT PVC (0,11) dan
silikon (0,1) tidak memiliki perbedaan yang
signifikan (p>0,05). Pada bahan PVC antara
kelompok  kontrol negatif dan perlakuan
menunjukkan nilai 0,065 dan 0,11 terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05), sedangkan pada
bahan silikon antara kelompok kontrol negatif dan
perlakuan menunjukkan nilai 0,064 dan 0,1 terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05).

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

Total Plate Count (TPC) menghitung sel
hidup sehingga dapat membedaan sel hiduop dari sel
mati tanpa bantuan pewarnaan (11), tetapi sel hidup
yang terhitung belum tentu terjadi pembentukan
biofilm. Berdasarkan hasil penelitian ini, bahwa
jumlah bakteri viabel pada masing-masing ETT
tidak terdapat perbedaan signifikan antara PVC dan
silikon. Perhitungan jumlah koloni bakteri
menggunakan Log CFU/mL yang setara dengan 10*
-10° CFU/mL pada Gambar 1A, menunjukkan
bahwa pada bahan ETT PVC (4,75) dan silikon
(4,85) tidak memiliki perbedaan yang signifikan
(»>0,05).

Enterobacter sp merupakan penyebab
infeksi melalui kemampuan adhesi bakteri pada
berbagai permukaan abiotik (13). Penelitian Misra,
T., Tare, M., & Jha, P. N., 2022 melaporkan bahwa
kolonisasi bakteri yang kuat oleh Enterobacter sp
pada biomaterial (13). Bahan biomaterial, seperti
ETT-PVC memiliki karakter yang rentan terhadap
adhesi bakteri (13), sedangkan bahan silikon terjadi
porositas yang membuat bahan silikon rentan
terhadap adhesi mikroba (14). 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 (7).

Perubahan kekasaran akan mengubah
energi permukaan dan hidrofobisitas suatu material
akan mempengaruhi adhesi sel (16). Pada penelitian
yang dilakukan oleh May RM, et al (2015)
menunjukan  bahwa  modifikasi  permukaan
biomaterial dapat mengurangi kolonisasi mikroba
dan pembentukan biofilm dan dapat diterapkan
secara klinis untuk mengurangi infeksi terkait kateter
(15).

Flagel dapat menempel pada permukaan
biomaterial untuk meningkatkan interaksi antara
bakteri dan permukaan yang dilekatkan dan juga
dapat mengurangi gaya tolak antara sel dan
permukaan, sehingga meningkatkan pelekatan sel ke



permukaan (8). Adhesin fimbriae tipe 1
memungkinkan bakteri untuk saling menempel dan
membentuk lapisan adhesi sel awal
pada Enterobacteriaceae (17).

Extracellular Matrix yang Dinilai dengan Nilai
Absorbansi Crystal Violet (CV)

Berdasarkan  hasil nilai  absorbansi
pembentukan biofilm Crystal Violet pada masing-
masing bahan ETT pada histogram Gambar 1B,
bahwa pada permukaan bahan ETT PVC (0,11) dan
silikon (0,1) tidak memiliki perbedaan yang
signifikan (p>0,05). Pada bahan PVC antara
kelompok  kontrol negatif dan perlakuan
menunjukkan nilai 0,065 dan 0,11 terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05), sedangkan pada
bahan silikon antara kelompok kontrol negatif dan
perlakuan menunjukkan nilai 0,064 dan 0,1 terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05).

Pewarnaan CV merupakan metode yang
digunakan dalam mikrobiologi untuk identifikasi
bakteri dan pertumbuhan biofilm (11). Biofilm
adalah struktur populasi yang terdiri dari kompleks
yang sangat terstruktur yang dibentuk oleh bakteri
yang menempel pada berbagai permukaan padat dan
produksi polisakarida ekstraseluler (EPS), protein
matriks, dan DNA ekstraseluler (eDNA) (18). Wu S.,
et al (2018) melaporkan bahwa kekasaran
permukaan yang lebih rendah mengurangi adhesi
bakteri pada material implan yang umum digunakan
dan mencegah pembentukan biofilm pada
permukaan biomaterial (19).

Pada pewarnaan Gram, larutan yodium-
iodida berfungsi sebagai mordant yang membentuk
kompleks dengan kristal violet di dalam sitoplasma
bakteri. Kompleks kristal violet—yodium ini tertahan
pada dinding sel bakteri Gram positif karena lapisan
peptidoglikannya yang tebal, sehingga tidak mudah
keluar saat proses dekolorisasi menggunakan etanol.
Sedangkan pada bakteri Gram negatif yang memiliki
lapisan peptidoglikan lebih tipis, kompleks tersebut
lebih mudah terlepas. Oleh karena itu, setelah
dekolorisasi,  bakteri ~ Gram  positif  tetap
mempertahankan warna ungu. (11). Pada penelitian
ini, nilai pewarnaan CV bakteri Gram negatif
Enterobacter sp pada PVC dan silikon didapatkan
0,11 dan 0,1 sedangkan pada penelitian yang sama
dengan bakteri Gram positif Staphylococcus aureus
didapatkan nilai yang lebih tinggi (PVC 0,14 dan
silikon 0,13).

Pada penelitian sebelumnya, melaporkan
bahwa sifat kimia dan topografi untuk mendapatkan
membran kitosan yang dimodifikasi oksida grafena
(GO) yang menyerupai kulit hiu dengan sifat
antibakteri dan dapat secara signifikan mengurangi
pembentukan  biofilm  bakteri (16). Interaksi
fisikokimia antara permukaan material dan sel
memberikan ide desain untuk pembuatan material
yang mengatur pembentukan lapisan mikroba (16).
Permukaan biomaterial dan fisikokimia material
memiliki dampak pada adhesi bakteri dan
pembentukan biofilm (16). Kim et.al, (2006)
melaporkan bahwa pembentukan biofilm yang lebih

tinggi oleh Enterobacter sakazakii pada baja tahan
karat dan selang pemberian makan enteral pada suhu
20°C (20), sedangkan Djeribi R. et. al. (2012)
melaporkan bahwa lapisan biofilm multi-lapisan
pada kateter silikon oleh A. baumanii (21).

Topografi dan sifat kimia pada bahan
biomaterial, seperti PVC dan silikon dapat menjadi
faktor penting dalam proses adhesi bakteri dan
pemebentukan biofilm. Pada penelitian ini
ditemukan bahwa tidak ada perbedaan dalam
pembentukan biofilm pada bahan PVC dan silikon.
Pada penelitian ini, metode yang digunakan masih
belum dapat melihat biofilm pada permukaan ETT,
sehingga menjadi keterbatasan dalam menentukan
dan menilai biofilm yang terbentuk.

KESIMPULAN

1. Perhitungan jumlah koloni bakteri Enterobacter
sp. yang diukur dengan metode TPC didapatkan
bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan
antara ETT bahan PVC dan silikon.

2. Perhitungan biofilm dengan menggunakan
metode Crystal violet didapatkan jumlah nilai
absorbansi pada ETT bahan PVC dan silikon
tidak memiliki perbedaan yang signifikan.
Perbandingan antara kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan pada bahan PVC dan
silikon terdapat perbedaan yang signifikan.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
menjadi pre-penelitian sebagai acuan sebelum
melakukan penelitian dengan menggunakan metode
yang dapat menilai dan mengevaluasi biofilm secara
langsung, seperti Scanning electron microscopy

(SEM) dan confocal scanning laser microscopy
(CSLM).
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