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Abstract

Klebsiella pneumoniae is known as a Gram-negative bacterium that most often causes
infections and is resistant to antibiotics, making it very difficult to treat. Bacteria have several
resistance mechanisms, one of which is biofilm production. The purpose of this study was to
analyze the biofilm production of Klebsiella pneumoniae strains that are resistant to the
antibiotic ciprofloxacin, as a form of defense mechanism. The in vitro research method was
used to achieve the goal, carried out by testing clinical specimens of blood, sputum, pus, urine,
feces, pleural fluid, with the process of isolation and identification, resistance testing and
measuring biofilm production. The tested resistant K. pneumoniae isolates have a resistance
mechanism by producing strong, medium and weak qualification biofilms, as well as low porin
cell permeability. A strong significant correlation was formed in biofilm production with the
amount of bacterial cell growth at the MIC value, which can increase cases of resistance
prevalence.
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Abstrak

Klebsiella pneumoniae dikenal sebagai bakteri Gram negatif yang paling sering menjadi
penyebab infeksi dan resistan terhadap antibiotik sehingga sangat sulit diobati. Bakteri
memiliki beberapa mekanisme resistansi salah satunya produksi biofilm. Tujuan penelitian ini
menganalisis produksi biolfilm strain Klebsiella pneumoniae yang resistan antibiotik
ciprofloxacin, sebagai bentuk mekanisme pertahanan. Metode penelitian in vitro pengujian
spesimen klinis spesimen darah, sputum, pus, urine, feses, cairan pleura, dengan proses
isolasi dan identifikasi, pengujian resistansi serta pengukuran produksi biofilm menggunakan
spektrofotometri. Isolat K. pneumoniae yang resistan teruji memiliki mekanisme resistansi
dengan memproduksi biofilm kualifikasi kuat, sedang dan lemah, serta rendahnya
kemampuan permeabilitas sel porin. Korelasi signifikan kuat terbentuk pada produksi biofilm
dengan jumlah pertumbuhan sel bakteri pada nilai MIC, yang dapat meningkatkan kasus
prevalensi resistansi.

Kata kunci: biofilm, Klebsiella pneumoniae, resistan, antibiotik
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PENDAHULUAN

Klebsiella pneumoniae merupakan
patogen utama pada manusia yang
menyebabkan kasus infeksi selama
beberapa dekade terakhir (Alvi et al., 2021,
Malekshahi et al., 2021; Moradigaravand et
al.,, 2017) diantaranya: infeksi saluran

kemih, bakteremia, dan abses hati
(Paczosa, 2016). Di rumah sakit
keberadaan K. pneumoniae menjadi

perhatian utama. Bakteri K. pneumoniae
pada kasus infeksi aliran darah di rumah
sakit menyebabkan kematian 12-80%,
strain tersebut mendominasi pada isolat
bakteri Gram negatif (Patel Singh et al.,
2021), dengan penemuan sejumlah 15,10%
(Banerjee et al., 2018; Cataldo et al., 2020;
Custovic et al., 2014).

Penggunaan antibiotik yang tidak
tepat serta dosis obat yang berlebihan
menjadi pemicu masalah MDR (Burke et al.,
2012; Nahar et al., 2020). Perawatan akan
menjadi  sulit dengan meningkatnya
resistansi antibiotik, serta adanya variasi
geografis isolat yang resistansi menjadi
acuan pemilihan antibiotik untuk spesies
isolat bakteri tertentu (Mehrad et al., 2015;
Zlatian et al., 2018). Kelompok kuinolon dari
ciprofloxacin di tahun 2018 dikategorikan
oleh organisasi kesehatan dunia atau World
Health Organization (WHO) sebagai salah
satu antibiotik dengan kriteria kelas penting
yang diberikan lini pertama terapi pada
manusia (WHO, 2019). Ciprofloxacin
merupakan salah satu pilihan terapi untuk
infeksi yang disebabkan oleh bakteri dari
famili Enterobacteriaceae (Handal et al.,
2017). Terapi pengobatan kasus dengan
infeksi patogen K. pneumoniae
menggunakan fluoroquinolon sebagai kelas
antibiotik utama  dengan  agennya
ciprofloxacin.  Berdasarkan Keputusan
Menteri Kesehatan Republik Indonesia
Nomor HK.01.07/MENKES/342/2017
tentang pedoman nasional pelayanan
kedokteran tata laksana sepsis
menyebutkan bahwa pemberian antibiotik
dari kelas kuinolon untuk fluoroquinolon
dengan kategori ciprofloxacin berspektrum

luas (Keputusan Menteri Kesehatan
Republik Indonesia, Nomor
HK.01.07/MENKES/342/2017 Tentang

Pedoman Nasional Pelayanan Kedokteran

Tata Laksana Sepsis, 2017). Bakteri dapat
menunjukkan resistansi antibiotik dengan
beberapa sifat yang diperoleh yaitu intrinsik,
didapat dan adaptif (Lee, 2019). Mekanisme
resistansi bakteri yang dapat dilakukan
terhadap antibiotik antara lain adanya
penghancuran atau modifikasi antibiotik
dengan kemampuannya dalam bertahan
pada kondisi lingkungan dengan
membentuk biofilm; perubahan target dapat
terjadi dengan: penggantian, mutasi situs,
perubahan enzimatik situs, perlindungan
situs, produksi berlebih; dan pengurangan
akumulasi antibiotik karena penurunan
permeabilitas  (aktivitas  porin)  dan
peningkatan efflux pump (Aldred et al.,
2014; Zhou et al.,, 2016; Bassetti et al.,
2018). Kemampuan bakteri membentuk
biofilm dapat dijadikan indikator resistansi
antibiotik, faktanya resistansi biofilm
terhadap antibiotik meningkat dibandingkan
dengan yang terlihat pada sel planktonik
(Paluch et al., 2020). Sel dalam keadaan
biofilm akan menjadi 10-1000 kali lebih
tahan terhadap efek antimikroba (T. F. C.
Mah & O’Toole, 2001).

Mikroorganisme memiliki kemampuan
untuk bertahan hidup dalam kondisi
lingkungan yang terkadang keras, salah
satunya dengan strategi membentuk
biofilm. Biofilm umumnya didefinisikan
sebagai sessile konsorsium mikroba yang
terbentuk dengan tiga dimensi struktur.
Biofilm terdiri dari komunitas multiseluler sel
prokariotik dan atau eukariotik yang
tertanam dalam matriks serta bahan yang
disintesis oleh komunitas mikroba (Azeredo
et al, 2017). Biofilm dapat terdiri dari
spesies bakteri tunggal atau ganda (T. F. C.
Mah & O’'Toole, 2001; Sahoo et al., 2021).

Pembentukan biofilm dapat terjadi
dalam proses multi tahap yang dimulai
dengan adhesi mikroba dan akumulasi
matriks ekstraseluler (Miquel et al., 2016)
tersusun oleh satu atau lebih zat polimer
seperti protein, polisakarida, zat humat,
DNA ekstraseluler dan molekul lain, yang
saling terlibat dalam komunikasi sel
(quorum sensing) (Azeredo et al., 2017).
Dapat dijelaskan lebih rinci bahwa bakteri
mengalami proses pembentukan biofilm
yang dikategorikan dalam tahapan-tahapan
seperti adhesi awal, adhesi irreversible,
pembentukan struktur spasial, maturasi dan
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dispersi akhir. Adhesi bakteri ke permukaan
serta kohesi (interaksi sel-sel) dapat terjadi
karena adanya beberapa pelengkap bakteri
seperti flagela atau pili atau melalui faktor
fisik seperti adanya gaya van der waal atau
interaksi elektrostatik (Jamal et al., 2018;
Paluch et al., 2020). Biofilm bakteri
terbentuk ketika organisme uniseluler
berkumpul untuk membentuk komunitas
yang melekat pada permukaan padat dan
terbungkus dalam matriks eksopolisakarida
yang mampu meningkatkan perlindungan
sel mikroba terhadap faktor bahaya.

Kemampuan bakteri membentuk
biofilm dapat dijadikan suatu indikator
resistansi antibiotik, faktanya resistansi
biofilm terhadap antibiotik meningkat
dibandingkan dengan yang terlihat pada sel
planktonik (Paluch et al., 2020). Sel dalam
keadaan biofilm akan menjadi 10-1000 kali
lebih tahan terhadap efek antimikroba (T. F.
C. Mah & O’Toole, 2001). Bakteri K.
pneumoniae Gram negatif yang dikenal
memiliki kemampuan untuk membentuk
biofilm. Penelitian yang telah dilakukan
tahun 2018 berkenaan dengan K.
pneumoniae, penyebaran biofim pada
strain penghasil ESBL telah menunjukkan
98,8% K. pneumoniae mampu
menghasilkan biofilm dalam jumlah besar,
dengan adanya fimbriae tipe tiga yang
diketahui berfungsi sebagai pelengkap dan
memediasi pembentukan biofilm, serta
penentu utama spesifitas dalam pengikatan
fimbrial (Surgers et al., 2019).

Sejumlah 64,7% isolat K. pneumoniae
yang diisolasi dari RS Klaten Indonesia
mampu memproduksi biofiim dengan
kategori tinggi atau sedang, dan 35,3%
diidentifikasi  produsen biofilm lemah
(Nirwati et al., 2019). Isolat K. pneumoniae
yang diisolasi dari sampel darah, dahak,
dan urine, ditemukan mampu menghasilkan
biofilm 37,6%, dan termasuk dalam kasus
MDR dengan prosentase temuan kasus
38% resistan terhadap tiga atau lebih
keluarga antibiotik, dan tertinggi kasus
resistan terhadap ciprofloxacin (Cepas et
al., 2019). Biofiim vyang terbentuk
berkorelasi dengan resistansi terhadap
spesifik antibiotik, sejumlah isolat penghasil
biofilm menunjukkan pola yang lebih
terhadap resistansi dibandingkan non-
biofilm.

Kondisi lingkungan mikro dalam
biofilm seperti; gradien konsentrasi oksigen,
metabolit dan sinyal molekul dapat
menyebabkan perubahan dalam profil
ekspresi gen yang selanjutnya dapat
mengubah lingkungan mikro dari setiap sel
tertentu dalam biofilm (T. Mah, 2012).
Beberapa penelitian menyelidiki kasus
ekspresi gen diferensial dalam biofilm
menggunakan mikroskop fluoresen,
misalnya lokus gen agr mengkodekan
sistem penginderaan kuorum S. aureus
(Kong et al., 2006). Strain P. aeruginosa,
memiliki rhamnolipids sebagai surfaktan
dalam pengembangan biofilm sangat
penting. Ekspresi gen sintesis rhamnolipid,
gen rhlAB, berada dibawah kendali
penginderaan  kuorum  (Lequette &
Greenberg, 2005). Penelitian Yang et al.
(2007), menunjukkan ekspresi gen pggA
yang awalnya menyebar ke seluruh biofilm
dalam umur biofilm 1 hari tetapi kemudian
terlokalisasi ke lapisan luar makrokoloni
biofilm pada hari ke-2, dan pada hari ke-4
ekspresi hampir tidak ada (Yang et al,
2007). Ekspresi gen dalam biofilm
bervariasi dari waktu ke waktu dan ruang.

Matriks biofilm terdiri dari polisakarida
ekstraseluler, DNA dan protein yang
berfungsi untuk memberikan struktur dan
perlindungan pada sel-sel dalam biofilm.
Antibiotik  fluoroquinolones  ciprofloxacin
mampu menembus biofilm P. aeruginosa,
sedangkan antibiotik aminoglikosida tidak
mampu menembus biofilm (Walters Il et al.,
2003). Sebaliknya penelitian lain
menunjukkan bahwa ciprofloxacin
dikonsumsi oleh komponen matriks dan
karena itu tidak menyebar melalui matriks
dengan sangat cepat (T. Mah, 2012).
Penelitian yang telah dilakukan Tang et al,
(2020) melaporkan bahwa K. pneumoniae
memiliki tingkat positif biofilm sebesar
96,72%, yang menunjukkan sebagian besar
infeksi  yang disebabkan oleh K.
pneumoniae klinis  terkait  dengan
pembentukan biofilm

Dinamika pembentukan biofilm dan

variabilitas rangsangan lingkungan, maka
bakteri harus memiliki kemampuan untuk
secara cepat dan ekstensif mengubah
ekspresi gen. Regulasi transkripsi diatur
oleh penginderaan kuorum, suatu sistem
yang mengkoordinasikan sinyal dan respon
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yang mengontrol ekspresi gen dalam
populasi mikroba. Regulator dan
autoinducer terkait kuorum yang diduga K.
pneumoniae telah diidentifikasi tetapi daya
relevan yang tersedia belum lengkap. Strain
K. pneumoniae dengan biofilm sebagian
dilindungi dari respon imun penjamu. Matrik
ini menghambat kedekatan antibodi dan
peptida antimikroba serta mengurangi efek
komplemen dan fagositosis (Wang et al.,
2020). Mutasi pada beberapa gen spesifik
K. pneumoniae juga dapat mempengaruhi
fungsi biofilm. Mostafavi et al, (2018)
menemukan bahwa mutasi gen fabZ dan
gen IpxC menyebabkan pertumbuhan K.
pneumoniae yang bergantung pada
inhibitor  IpxC  dapat  menyebabkan
hilangnya homeostasis biofilm (Mostafavi et
al., 2018). Penelitian Hseih et al, (2016)
melaporkan bahwa protein membran luar
Yfgl (BamB) lipoprotein terlibat dalam
pembentukan biofilm K. pneumoniae dan
adanya ekspresi transkripsi pili tipe satu
yang sangat penting untuk anti-fagositosis
K. pneumoniae secara in vivo (Hsieh et al.,
2016). Tujuan dari penelitian ini adalah
menganalisis  produksi  biofilm  yang
dilakukan oleh strain Klebsiella pneumoniae
yang resistan antibiotik ciprofloxacin,
sebagai bentuk mekanisme pertahanan.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan di tahun 2024,
yang bertempat di Laboratorium

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Jenderal Soedirman
Purwokerto. Penelitian ini telah

mendapatkan persetujuan etik dari Komisi
Etik Rumah Sakit Umum Daerah Prof. Dr.
Margono Soekarjo Purwokerto, dengan
nomor surat Persetujuan Etik Penelitian :
420/08640.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah mesin Vitek ® 2
Compact, alat BACTEC 9050, 96-well
microtiter plate, autoreader mikro ELISA

(model 680, Bio Rad, UK), mikropipet 200
ML,  mikropipet 10 L, LC-MS/MS
spektrofotometer pada panjang gelombang
630 nm, foto elektron FE-SEM (Mikroskopi
Elektron Pemindaian Emisi Lapangan),
CFU (colony forming units), densitometer
atau spektrofotometer, perangkat lunak IBM
SPSS Statistic 26, Mikroskop.

Bahan vyang digunakan dalam
penelitian ini meliputi; spesimen darah,
sputum, pus, urine, feses, cairan pleura,
medium penyubur BD Bactec, pewarnaan
Gram Stain, media MacConkey dan Blood
Agar, NaCl 0,45%, medium Blood Agar,
media MacConkey, reagen bakteri Gram
negatif VITEK ® 2 AST-GN93, crystal violet,
TSB (Trypticase soy broth), PBS
(Phosphate-buffered saline), acid
isopropanol 5% (HCI dan 2 propanol),
antibiotik ciprofloxacin.

Pembentukan Biofilm

Pengukuran biofilm yang diproduksi
oleh K. pneumoniae dilakukan secara
kuantitatif dengan menumbuhkan pada
permukaan 96-well microtiter plate, tes
tersebut dianggap sebagai metode baku
untuk deteksi biofilm (Hassan et al., 2011b).
Permukaan yang terwarnai crystal violet

dilarutkan untuk pemeriksaan
semikuantitatif pembentukan biofilm
dengan menghitung densitas  optik

(OD)/absorbansi pada panjang gelombang
630 nm. Isolat bakteri dari plate agar segar
diinokulasi (dengan ose steril) pada 3 mL
medium TSB (Trypticase soy broth) dalam
tabung berukuran 50 mL, kemudian di
shaking pada 37°C selama 6 jam. Kultur
kemudian diencerkan 1:100 (10 pL kultur
dalam 1 mL TSB) pada tabung 1,5 mL.
Pada masing-masing sumuran 96-well
microtiter plate, dimasukkan dengan pipet
sebanyak 100 pL TSB dan dilakukan
sebanyak 3 kali pengulangan. Kultur K.
pneumoniae yang telah diencerkan
ditambahkan ke dalam masing-masing
sumuran sejumlah 10 pL. Plate ditutup
dengan plastik (wrapping) dan inkubasi
pada 37°C selama 18-24 jam. Gelas beker
kecil (100 mL) berisi desinfektan disiapkan
untuk tempat pembuangan.

Bakteri planktonik secara hati-hati
dari masing-masing sumuran dibuang
dengan mikropipet berukuran 200 uL, dan
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larutan yang diambil sebanyak 130 pl.
Larutan diambil perlahan  dengan
mikropipet dan biofilm ditinggalkan di dasar
sumuran hingga dasar sumuran terlihat
jernih.  Bakteri non-adherent dibuang
dengan mencuci menggunakan 300 uL
PBS (Phosphate-buffered saline). Pipet
berukuran 1000 pL digunakan untuk
mengambil larutan PBS 900 pL, kemudian
larutan PBS diisikan ke dalam sumuran
dengan strain yang sama. PBS dibuang
dengan pipet berukuran 200 uL ( sebanyak
2 kali) secara perlahan-lahan. Masing-
masing sumuran ditambahkan 100 pL
larutan crystal violet 1% (diusahakan pipet
tidak menyentuh dasarnya), dan disimpan
30 menit dalam suhu ruang (di atas meja).
Selama menunggu proses tersebut,
dilakukan warm up biofilm reader
autoreader micro ELISA (model 680, Bio
Rad, UK). Box berisi air kran disiapkan
untuk mencuci 96-well microtiter plate.
Kristal violet dibuang dengan menggunakan
pipet 200 yL yang diatur dalam angka 130
WL. Sumuran dicuci dengan
menenggelamkan plate ke dalam box dan
dibuang dengan membalik secara keras
hingga air keluar dari sumuran. Air dalam
box diganti jika terlihat gelap. Pengeringan
dituntaskan dengan membalik plate pada
kertas handuk/tissue. Setelah langkah ini
plate di foto terlebih dahulu untuk

memperkirakan hasil. Plate yang telah
kering dengan pewarnaan stabil, dapat
disimpan pada suhu ruang selama
beberapa minggu. Selanjutnya pada
sumuran yang telah diwarnai ditambah acid
isopropanol 5% (HCI dan 2 propanol). Satu
baris sumuran paling atas/bawah diisikan
dengan etanol 70% sebanyak 100 pL
sebagai kontrol (blank). Plate ditutup agar
pewarnaan larut dan diinkubasi 10-15 menit
pada suhu ruang. Masing-masing isi
sumuran dicampur dengan pipet. OD
dihitung pada panjang gelombang 630 nm.

Pengamatan dan interpretasi
produksi biofilm dilakukan sesuai dengan
kriteria (Tabel 1) (Hassan et al.,, 2011).
Densitas optikal (OD) biofilm diukur dari
pengurangan intensitas cahaya
(absorbansi) tingkat molekuler dan atau
refleksi dari komponen yang lebih besar
seperti sel-sel. Absorbansi cahaya oleh
biofilm berkorelasi dengan massa sel
biofilm dan massa biofilm total (Bakke et al.,
2001). Interpretasi nilai OD bakteri
penghasil biofilm dilakukan berdasar nilai
OD rata-rata yang ditunjukkan pada Tabel
1. Sampel yang menghasilkan biofilm
fenotipe diperiksa menggunakan foto
elektron FE-SEM (Mikroskopi Elektron
Pemindaian Emisi Lapangan)
(Khodadadian et al., 2018).

Tabel 1. Interpretasi nilai OD produksi biofilm (Hassan et al., 2011)

Nilai Rata-rata OD
Tidak menghasilkan (biofilm lemah) ODc/ODc <~<2 X ODc
Sedang 2X0ODc<~=<4XO0Dc
Kuat >4 X ODc

Keterangan: Optical density cutoff value (ODc) = rata-rata OD kontrol negatif + 3 X SD kontrol negatif.

Produksi biofilm

Absorbansi dibaca pada panjang gelombang 630 nm.

Analisis Data

Data hasil penelitian di analisis
menggunakan Analisis korelasi mekanisme
resistansi diuji dengan korelasi pearson dan
analisis regresi korelasi logaritmik dengan
perangkat lunak IBM SPSS Statistik 26.
Hasil disajikan sebagai rasio prevalensi
dengan interval kepercayaan  95%,
signifikansi statistik ditetapkan jika p-value
<0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian kemampuan menghasilkan
biofilm pada isolat K. pneumoniae resistan
ciprofloxacin dilakukan untuk mengetahui
mekanisme perlawanan terhadap antibiotik.
Isolasi sampel spesimen pasien
memperoleh 58 isolat dengan karakteristik
K. pneumoniae. Hasil pengujian 58 isolat
tersebut mampu menghasilkan biofilm.
Data yang diperoleh dihasilkan sejumlah 24
(41,4%) isolat penghasil biofilm kuat,
sejumlah 22 (37,9%) isolat penghasil biofilm
sedang, dan sisanya 12 (20,7%) isolat
kategori penghasil biofilm lemah (Tabel 2).
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Kemampuan penghasil biofilm dilihat dari
besaran nilai optical density (OD), nilai OD
rata-rata yang diperoleh berdasarkan nilai
cut-off ODc = 0,089459. Berdasarkan data
tersebut maka dapat dikelompokkan
sebesar 41,4% (24/58) isolat termasuk
kelompok penghasil biofilm kuat dengan
nilai rata-rata OD= 0,9401.

Kelompok penghasil biofilm sedang
sebesar 37,9% (22/58) dengan nilai rata-
rata OD= 0,2428 dan kelompok penghasil
biofilm lemah sebesar 20,7% (12/58) yang
menghasilkan nilai rata-rata OD= 0,1176.
Nilai tersebut jauh lebih tinggi bila
dibandingkan dengan isolat kontrol (isolat
sensitif) yang tidak menghasilkan biofilm.
Sejumlah 24 isolat K. pneumoniae
penghasil biofilm yang kuat didistribusikan
secara merata antar pasien yang terinfeksi
dengan perawatan di ruang intensif (ICU,
ICCU, PICU, HCU) serta rawat inap,
dengan spesimen uji yang diisolasi
mayoritas berasal dari sputum, selain itu
ditemukan pula pada spesimen urine, darah
dan pus. Pasien terinfeksi isolat K.
pneumoniae  penghasil  biofilm  kuat
ditemukan pada usia mayoritas lebih dari

atau >40 tahun, meskipun ada satu kasus
pada bayi usia satu bulan 25 hari.

Penelitian ini sesuai dengan yang
telah dilaporkan Cepas et al. (2019) bahwa
37,6% strain K. pneumoniae merupakan
produsen biofilm. Strain K. pneumoniae
MDR ditemukan 38% kasus resistan
terhadap tiga kelompok antibiotik, dan
tertinggi pada ciprofloxacin. Studi Nirwati et
al. (2019) menemukan 143 (86,63%) K.
pneumoniae penghasil biofilm, dengan
kategori 26,95% kuat, 28,74% sedang dan
29,95% lemah. Melzer et al. (2008) telah
mengisolasi isolat K. pneumoniae dari
berbagai sumber dahak, urine, dan sampel
lainnya yang mampu memproduksi biofilm,
pada isolat dari sampel sputum terdapat
perbedaan laju pembentukan biofilm
secara statistik antara kelompok yang lebih
tua usia >70 tahun dan lebih muda <70
tahun dengan nilai p=<0,01 yang
menunjukkan biofilm lebih sering terbentuk
pada pasien yang lebih tua. Surgers et al.,
(2019) juga menyatakan bahwa K.
pneumoniae penghasil ESBL hampir 98,8%
menghasilkan biofilm, dan memiliki gen
mrkD protein d iujung fimbriae tipe 3 yang
menghasilkan biofilm.

Tabel 2. Kapasitas produksi biofilm isolat klinis K. pneumoniae resistan ciprofloxacin

Karakteristik

Jumlah (%)

Penghasil biofilm lemah 12 (20,69)
Penghasil biofilm moderat/sedang 22 (37,93)
Penghasil biofilm kuat 24 (41,38)
Total 58 (100)

Biofilm dari isolat K. pneumoniae
yang resistan ciprofloxacin ditumbuhkan
dalam 96-well microtiter plate berisi medium
cair TSB selama 24 jam. Biofilm yang
tumbuh  merupakan campuran koloni
bakteri disatukan oleh matrik polisakarida,
dan zat polimer ekstraseluler berbentuk
selaput lendir atau slime, mengandung
materi genetik DNA bakteri dan protein.

Penelitian ini melakukan pengujian
permeabilitas menggunakan indikator
mekanisme resistansi dengan minimum
inhibitory concentration /konsentrasi
hambat minimum (MIC mg/L) dengan
metode mikrodilusi untuk memprediksi
tingkat resistansi. Hasil Tabel 3
menunjukkan resistansi K. pneumoniae
pada ciprofloxacin memiliki variasi nilai MIC

mulai dari 1, 2 dan 4 mg/L. Isolat uiji
sejumlah 58 memiliki nilai mayoritas MIC
yaitu 4 mg/L terdapat 34 isolat dengan nilai
MIC 4 mg/L, 6 isolat nilai MIC 2 mg/L, dan
18 isolat nilai MIC 1 mg/L. Nilai absorbansi
atau serapan suspensi bakteri kontrol
dibandingkan dengan suspensi bakteri
perlakuan diperoleh data penurunan nilai
serapan. Perlakuan dengan dosis MIC = 4
mg/L menunjukkan penurunan serapan OD
berkisar 0,005-0,912 dan penurunan jumlah
sel/bakteri yaitu 1-79x10° CFU/mL, dari nilai
awal jumlah sel bakteri rata-rata 10,15x10’
CFU/mL.

Penurunan absorbansi dan
berkurangnya jumlah sel bakteri pada
perlakukan MIC MIC 4 mg/L
mengindikasikan adanya penghambatan
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pertumbuhan sel bakteri oleh ciprofloxacin,
sehingga tidak dapat  berjalannya
mekanisme resistansi terhadap
ciprofloxacin pada konsentrasi tersebut.
Konsentrasi MIC = 4 mg/L isolat K.
pneumoniae yang resistan memiliki batasan
minimum untuk dapat dihambat, tidak
berfungsinya permeabilitas dinding sel
bakteri dalam membatasi masuknya
antibiotik dengan konsentrasi tersebut
mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan
bakteri. Nilai MIC yang dihasilkan pada
penelitian ini termasuk dalam kategori yang
tinggi pada isolat resistan, sesuai standar

Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) resistan terhadap ciprofloxacin nilai
MIC = 4 mg/L (Patel et al.,, 2015), akan
tetapi hal ini berbeda dengan MIC pada
kasus isolat rentan yang dengan nilai MIC
0,016 mg/L, 0,047 mg/L, 0,38 mg/L dan
0,75 mg/L (Grillon et al., 2016). Kondisi
masing-masing yang berbeda meskipun

memiliki kemampuan resistansi tetapi
lemah menghasilkan biofilm ini
mengkorelasikan bahwa tingkatan

resistansi
biofilm.

terkait dengan pembentukan

Tabel 3. Nilai minimum inhibitory concentration (MIC) ciprofloxacin dengan parameter variabel

resistansi
MIC (mg/L)
1 2 24
Laki-laki 10 3 22
Perempuan 8 3 12
Jumlah sampel 18 6 34
) minimal 0,55 0,065 0,033
Absorbansi .
mikrodilusi (OD) maksimal 1,253 0,927 1,005
mean (rata-rata) 0,584 0,4895 0,284
minimal 3 1 1
Jumlah sel bakteri maksimal 75 72 9
(CFU/mL) mean (rata-rata) 32 19 34
Persentase minimal 3,509 7,232 2,956
penghambatan maksimal 91,311 90,566 93,924
(%) mean (rata-rata) 31,506 34,719 47,22
Kuat 6 1 17
Produksi biofilm Sedang 10 2 10
Lemah 2 3 7

Distribusi produksi biofilm pada isolat
resistan K. pneumoniae dikaitkan dengan
pertumbuhan jumlah sel bakteri,
berdasarkan data penelitian pada Tabel 4
menunjukkan bahwa pada produksi biofilm

lemah jumlah sel bakteri rata-rata 4x10°
CFU/mL, yang jumlahnya jauh lebih kecil
dibandingkan pada produksi biofilm kuat
dengan nilai rata-rata jumlah sel bakteri
44x10° CFU/mL.

Tabel 4. Distribusi produksi biofilm dan pertumbuhan jumlah sel bakteri K. pneumoniae,
dengan analisis regresi korelasi Pearson

Jumlah sel r (regresi p-
bakteri korelasi) value
Produksi Biofilm 10° CFU/mL
Lemah 0.628** 0.000
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minimal 1
maksimal 14
mean (rata-rata) 4
minimal 2
Sedang  maksimal 72
mean (rata-rata) 34
minimal 13
Kuat maksimal 79
mean (rata-rata) 44

Keterangan : **Signifikansi statistik, p-value<0.005

Berdasarkan hasil analisis statistik
korelasi pearson Tabel 4 antara produksi
biofilm dengan jumlah sel bakteri yang
terbentuk dari hasil penghambatan nilai
MIC, terdapat hubungan positif yang
signifikan. Hasil analisis menunjukkan
bahwa nilai signifikansi korelasi (p=<0.05)
yaitu 0.000 maka memiliki korelasi. Nilai
derajat hubungan pearson correlation 0.628
(Tabel 4) dapat diartikan dengan korelasi
yang kuat. Uji analisis statistik dilanjutkan
pada uji regresi korelasi regresi yang

biofilm

X o0 e @ @ @ @ o @

diperoleh data ANOVA signifikansi
(p=<0.05) dengan variabel independen
jumlah sel bakteri terhadap pembentukan
biofilm. Hubungan korelasi yang terbentuk
merupakan hubungan positif, dimana
produksi biofilm yang kuat mengindikasikan
tingginya jumlah sel bakteri K. pneumoniae,
digambarkan pada grafik logaritmik
(Gambar 1). Penelitian ini mengindikasikan
produksi biofilm berkorelasi kuat dengan
dengan pertumbuhan sel bakteri.

® Observed

.. — Logarithmic

0 20 40

jumlah koloni

60 80

Gambar 1. Grafik Logaritmik regresi korelasi pembentukan biofilm dengan pertumbuhan
jumlah sel bakteri pada media dengan penghambatan MIC 1, 2 dan 4 mg/L.

Produksi biofilm yang ditunjukkan
pada Tabel 3, merupakan tahap penting
dalam virulensi dan resistansi pada isolat uji
strain K. pneumoniae. Proses tahapan awal
pembentukan biofilm dicirikan sebagai
perlekatan awal yang merupakan tahap
penting dalam  proses, dilanjutkan
pembentukan mikrokoloni, perkembangan

biofilm yang matang, dan pelepasan bakteri
planktonik dari biofilm. Pembentukan
biofilm pada K. pneumoniae telah
dihipotesiskan  berkontribusi  terhadap
resistansi  bakteri yaitu berkurangnya
kerentanan terhadap antibiotik (Murphy &
Clegg, 2012). Bakteri pembentuk biofilm
yang resistan antibiotik akan semakin
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menunjukkan  resistansinya  terhadap
antibiotik tersebut. Mekanisme resistansi
ditunjukkan dengan adanya matriks biofilm
yang mencegah difusi antibiotik sehingga
menyebabkan paparan bakteri dalam
biofilm menurun secara signifikan.

Beberapa antibiotik akan mudah
berdifusi melalui matrik biofim K.
pneumoniae akan tetapi dengan cepat
mudah dipecah. Pertumbuhan bakteri
dalam biofilm yang cenderung lambat bila
dibandingkan dengan bakteri planktonik
menjadi sarana peningkatan resistansi
antibiotik. Resistansi intrinsik terjadi karena
adanya perubahan ekspresi gen bakteri
yang tumbuh dalam biofilm, yang
memungkinkan terjadinya transfer materi
genetik antara sel bakteri dalam biofilm.
Bakteri pembentuk biofilm telah dianggap
memiliki dampak besar pada resistansi
antibiotik, melalui pelepasan bakteri
planktonik ke jaringan sekitarnya, biofilm
menjadi sumber potensial infeksi dan
menyebabkan infeksi persisten kronis atau
infeksi berulang (Chen et al., 2016).

Kapasitas masing-masing isolat
secara umum berbeda dalam menghasilkan
biofilm, dipengaruhi oleh faktor karakteristik
fisikokimia K. pneumoniae, yaitu interaksi
fisik antara konstituen, jenis permukaan
tempat biofilm menempel, suhu, pH dan
faktor lainnya (Cherif-Antar et al., 2016).
Strain yang mampu menghasilkan biofilm
dianggap sebagai faktor kunci dalam
resistansi ciprofloxacin. Adanya
keterlibatan quorum sensing (QS) dalam
pembentukan isolat resistansi dilihat dari
terbentuknya perpaduan lipopolisakarida
(Vuotto et al., 2017).

Penelitian  ini  menunjukkan K.
pneumoniae resistan antibiotik merupakan
produsen biofilm. Temuan ini telah
dilaporkan pada banyak penelitian. Studi
Saha et al. (2018) mendemonstrasikan
isolat penghasil biofilm menampilkan pola
yang lebih resistan dibandingkan bukan
produsen biofilm. Pembentukan pertahanan
berlapis pada biofiim menjadi salah satu
faktor kesulitan dalam pemberantasan
bakteri resistan, dengan terbentuknya
lapisan biofilm sebagai lapisan pelindung
biomaterial akan menyulitkan penetrasi
antibiotik, (Agarwal & Jain, 2012),
kemunculannya merupakan respon imun
adaptif bakteri terhadap stres.

Biofilm pada K. pneumoniae telah
terbukti dapat melawan sifat bakterisida
antibiotik paparan jangka panjang pada
ampisilin dan ciprofloxacin (Anderl et al.,
2000). Resistansi strain K. pneumoniae
pembentuk biofilm yang diisolasi dari
perangkat medis terhadap agen antibiotik
gentamicin, cefotaxime, dan ciprofloxacin
telah dilaporkan (Samia et al., 2013). Faktor
virulensi penting yang berperan dalam
pembentukan biofilm pada K. pneumoniae
adalah polisakarida kapsuler, fimbriae tipe 1
dan tipe 3. Tipe 3 fimbria memulai
pembentukan biofilm yang terdiri dari
subunit protein mrkA (Chung, 2016). Studi
ini  melaporkan bahwa penemuan K.
pneumoniae resistan ciprofloxacin
pembentuk biofilm, akan berdampak pada
pemberian kualitas dan kuantitas resep
antibiotik di rumah sakit. Saha et al. (2018)
menyatakan bahwa bakteri resistan
pembentuk biofilm mengakibatkan
perawatan antibiotik menjadi tidak efisien
dan memunculkan infeksi kronis yang
berakibat pada produksi biofilm bersifat
persisten dan sangat sulit untuk diberantas.

KESIMPULAN

Isolat K. pneumoniae yang resistan
ciprofloxacin teruji mampu melakukan
mekanisme resistansinya melalui produksi
biofilm dengan kualifikasi kuat, sedang dan
lemah. Korelasi signifikan kuat terbentuk
pada produksi biofilm dengan pertumbuhan
sel bakteri pada nilai MIC, yang dapat
meningkatkan kasus prevalensi resistansi.
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