IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

TESIS

PEMBENTUKAN BIOFILM POLIMIKROBA OLEH INTERAKSI
ANTARA FUNGI (Candida tropicalis) DENGAN BAKTERI (Staphylococcus
aureus, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

DAN Acinetobacter baumannii)

Dwi Wahyuning Asih
011814153011

PROGRAM STUDI ILMU KEDOKTERAN DASAR
JENJANG MAGISTER FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
2022

TESIS Dwi Wahyuning Asih

Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis)
dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

TESIS

PEMBENTUKAN BIOFILM POLIMIKROBA OLEH INTERAKSI
ANTARA FUNGI (Candida tropicalis) DENGAN BAKTERI (Staphylococcus
aureus, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

DAN Acinetobacter baumannii)

Dwi Wahyuning Asih
011814153011

PROGRAM STUDI ILMU KEDOKTERAN DASAR
JENJANG MAGISTER FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
2022

ii

TESIS Dwi Wahyuning Asih

Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis)
dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

PEMBENTUKAN BIOFILM POLIMIKROBA OLEH INTERAKSI
ANTARA FUNGI (Candida tropicalis) DENGAN BAKTERI (Staphylococcus
aureus, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

DAN Acinetobacter baumannii)

TESIS
Untuk memperoleh Gelar Magister Sains
Dalam Program Studi I[lmu Kedokteran Dasar

Pada Jenjang Magister Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga

Dwi Wahyuning Asih
011814153011

PROGRAM STUDI ILMU KEDOKTERAN DASAR
JENJANG MAGISTER FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
2022

il

TESIS Dwi Wahyuning Asih

Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis)
dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

LEMBAR PENGESAHAN
TESIS INI TELAH DISAHKAN
PADA TANGGAL 30 Agustus 2022:

Oleh

g Utama

Dr. Agung Dwi Wahyu Widgdo. dr.. M.Si., M.Ked Klin., SpMEK.

NIP. 19730%72006041001

Pembimbing Kedua

Dr. Rebekah Juniati Setiabudi, dr., M.Si.
NIP. 196606061997022001

Mengetahui
Koordinator Program Studi I[lmu Kedokteran Dasar
Jenjang Magister Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga

Dr. Anfa Mustika df., M.Si.
NIP. lg?ﬂﬂgiﬁlggsbzmm

v

TESIS Dwi Wahyuning Asih

Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis)
dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

LEMBAR PENETAPAN PANITIA PENGUJI

Tesis ini telah diuji dan dinilai oleh panitia penguji
pada Program Studi llmu Kedokteran Dasar Jenjang Magister
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga

Pada tanggal 22 Agustus 2022

Panitia Penguji,
Ketua : Dr. Manik Retno Wahyunitisari, dr., M.Kes.
Anggota
1. Dr. Agung Dwi Wahyu Widodo, dr., M.Si., M.Ked.Klin., SpMK.
2. Dr. Rebekah Juniati Setiabudi, dr., M.Si.
3. Dr. Sulistiawati, dr., M.Kes.
4. Dr. Wiwiek Tyasningsih, drh., M.Kes.

Ditetapkan dengan Surat Keputusan
Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga
Tentang Panitia Penguji Tesis

TESIS Dwi Wahyuning Asih

Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis)
dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

UCAPAN TERIMA KASIH
Segala puji dan syukur selalu penyusun panjatkan kepada Allah SWT yang
telah menganugerahkan rahmat, serta hidayah-Nya sehingga penyusun dapat
menyelesaikan dokumen Tesis ini dengan baik.
Pada kesempatan ini penyusun ingin menyampaikan ucapan terima kasih
kepada pihak-pihak:

1. Prof. Dr. Mohammad Nasih, SE., MT., Ak. selaku Rektor Universitas
Airlangga yang senantiasa memberikan pengarahan serta dorongan semangat
kepada civitas akademika dari lingkungan Universitas Airlangga.

2. Prof. Dr. Budi Santoso, dr., Sp.OG-K selaku Dekan Fakultas Kedokteran
Universitas Airlangga yang senantiasa memberikan pengarahan serta dorongan
semangat kepada civitas akademika dari lingkungan Fakultas Kedokteran.

3. Dr. Arifa Mustika dr., M.Si. sebagai Koordinator Program Studi IImu
Kedokteran Dasar yang senantiasa memberikan pengarahan serta dorongan
semangat kepada penyusun dalam melakukan penyusunan dokumen tesis ini.

4. Dr. Agung Dwi Wahyu Widodo, dr., M.Si., M.Ked.Klin., SpMK. sebagai
dosen pembimbing I yang senantiasa memberikan ilmu, arahan, waktu, serta
tenaga selama proses bimbingan pada penyusunan usulan penelitian,
penelitian, hingga dokumen tesis ini.

5. Dr. Rebekah Juniati Setiabudi, dr., M.Si. sebagai dosen pembimbing II yang
senantiasa memberikan ilmu, arahan, waktu, serta tenaga selama proses
bimbingan pada penyusunan usulan penelitian, penelitian, hingga dokumen
tesis ini.

6. Dr. Sulistiawati, dr., M.Kes. sebagai dosen penguji [ yang senantiasa
memberikan masukan, kritikan, ilmu, saran, serta waktu selama proses
bimbingan pada penyusunan usulan penelitian, penelitian, hingga dokumen
tesis ini.

7. Dr. Wiwiek Tyasningsih, drh., M.Kes. sebagai dosen penguji II yang
senantiasa memberikan masukan ilmu, kritikan, saran, serta waktu sclama
proses bimbingan pada penyusunan usulan penelitian, penelitian, hingga

dokumen tesis ini.

vi

TESIS Dwi Wahyuning Asih

Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis)
dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

8. Dr. Manik Retno Wahyunitisari, dr., M.Kes. selaku ketua penguji yang
senantiasa memberikan masukan ilmu, kritikan, saran, serta waktu selama
proses bimbingan pada penyusunan usulan penelitian, penelitian, hingga
dokumen tesis ini.

9. TIM Laboran Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Universitas
Airlangga yang telah membantu kepada penyusun dalam proses persiapan alat
dan bahan selama penelitian ini berlangsung.

10. Petugas Administrasi Pasca Fakultas Kedokteran yang telah memberikan
pengarahan kepada penyusun selama menempuh proses penyusunan usulan
penelitian hingga menyusun tesis.

11. Bapak Ir. Edhi Yatono selaku ayah dari penyusun yang senantiasa
mengirimkan do’a, semangat, serta dukungan materil maupun non materil
kepada penyusun selama penyusunan tesis.

12. Khairunnida Rahma, S.Pd., M.Si. sebagai teman seangkatan yang senantiasa
memberikan arahan serta dukungan penuh kepada penyusun dalam proses
penyusunan tesis ini.

13. Bima Husada Sakti, S.i.Kom. yang senantiasa mengirimkan do’a, memberikan
bantuan dan semangat kepada penyusun dalam proses penyusunan dokumen
tesis.

14. Semua pihak yang terlibat, penyusun tidak sebutkan satu persatu.

Surabaya, Agustus 2022
Penyusun,

Dwi Wahyuning Asih, S.Si

vii

TESIS Dwi Wahyuning Asih

Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis)
dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

LEMBAR PERNYATAAN ORISINALITAS

Yang bertanda tangan di bawabh ini, saya:

Nama : Dwi Wahyuning Asih
NIM 1011814153011
Program Studi : [lmu Kedokteran Dasar
Fakultas : Kedokteran

Jenjang : Magister (S-2)

Menyatakan bahwa tidak melakukan tindakan plagiat dalam penulisan tesis

saya yang berjudul:

PEMBENTUKAN BIOFILM POLIMIKROBA OLEH INTERAKSI
ANTARA FUNGI (Candida tropicalis) DENGAN BAKTERI (Staphylococcus
aureus, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

DAN Acinetobacter baumannii)

Apabila suatu saat nanti terbukti melakukan tindakan plagiat, maka saya

bersedia menerima sanksi sesuai yang telah ditetapkan.

Demikian surat pernyataan ini saya buat dengan sebenar-benarnya

Surabaya, 30 Agustus 2022

Dwi Wahyuning Asih
NIM. 011814153011

viii

TESIS Pembentukan Biofilm Polimikroba oleh Interaksi antara Fungi (Candida tropicalis) Dwi Wahyuning Asih

dengan Bakteri (Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

RINGKASAN
Kemampuan mikroba dalam membentuk biofilm menjadi penyebab dampak klinis
yang penting pada infeksi di rumah sakit. Biofilm secara alami tersusun lebih dari
satu spesies mikroba yang sering disebut dengan biofilm polimikroba. Terjadi
peningkatan kasus infeksi oleh biofilm polimikroba. Pembentukan biofilm dapat
menimbulkan masalah di beberapa bidang seperti medis, maupun industri karena
biofilm dapat resisten terhadap pengobatan antimikroba dan respon inang serta
biosida di bidang pertanian, sehingga penelitian tentang pembentukan biofilm

polimikroba khususnya antara fungi dan bakteri diperlukan.

Salah satu spesies Candida spp. yang merupakan patogen oportunistik dengan
tingkat infeksi yang cukup tinggi yaitu Candida tropicalis yang merupakan salah
satu patogen paling umum dari spesies Non Albicans Candida (NAC) dan memiliki
profil adhesi lebih tinggi dibandingkan jenis NAC lainnya. Sedangkan beberapa
bakteri patogen paling umum yaitu Staphylococcus aureus, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomonas aeruginosa dan Acinetobacter

baumannii.

Pada penelitian ini biakan mikroba disuspensikan dalam medium 7ryptic Soy Broth
(TSB) kemudian kultivasi biofilm dilakukan dalam dua buah microplate 96-well,
selanjutnya microplate diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Deteksi biofilm
dilakukan dengan metode Crystal Violet (CV) assay dan reduksi garam tetrazolium
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) atau MTT assay
sehingga diperoleh nilai Optical Density (OD) dari pembacaan absorbansi oleh
ELISA reader.

Hasil penelitian diperoleh data yang signifikan dari kedua parameter, nilai rata-rata
tertinggi terdapat pada perlakuan C. tropicalis (2,412 £ 0,825 pada hasil uji
biomassa; 1,525 + 0,473 pada hasil uji aktivitas metabolik) sedangkan nilai rata-
rata terendah terdapat pada perlakuan S. aureus (0,512 + 0,224 pada hasil uji
biomassa; 0,978 + 0,349 pada hasil uji aktivitas metabolik). Pada penelitian ini
dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antara perlakuan biofilm
spesies tunggal dan biofilm spesies kombinasi terhadap total biomassa dan aktivitas

metabolik.
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SUMMARY
The ability of microbes to form biofilms has an important clinical impact on
hospital infections. Biofilms are naturally composed of more than one microbial
species which are often called polymicrobial biofilms. There is an increase in cases
of infections by polymicrobial biofilms. The formation of biofilms can cause
problems in several fields such as medical and industries because biofilms can be
resistant to antimicrobial treatment and host responses and biocides in agriculture,
so research on the formation of polymicrobial biofilms, especially between fungi

and bacterial is needed.

One of the species Candida spp. is an opportunistic pathogen with a high level of
infection, namely Candida tropicalis which is one of the most common pathogens
of Non-Albicans Candida (NAC) species and has a higher adhesion profile than
other types of NAC. While some of the most common pathogenic bacteria are
Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),

Pseudomonas aeruginosa, and Acinetobacter baumannii.

In this study, bacterial and fungal cultures were suspended in Tryptic Soy Broth
(TSB) medium, then biofilm was cultivated in two 96-well microplates, then the
microplates were incubated at 37 degrees Celsius for 48 hours. Detection of the
biofilm carried out using the Crystal Violet (CV) assay and reduction of the
tetrazolium salt (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide),
or MTT assay to obtain the Optical Density (OD) value by using ELISA reader.

The results of this study obtained significant data from both parameters, the highest
average value was found in the C. tropicalis treatment group (2,412 £+ 0,825 on the
biomass test results; 1,525 = 0,473 on the metabolic activity test results), while the
average value the lowest was seen in the S. aureus treatment group (0,512 = 0,224
in the biomass test results; 0,978 + 0,349 in the metabolic activity test results). It
can be concluded that there is a significant difference between the treatment of
single species biofilm and mixed-species biofilm on total biomass and metabolic

activity.
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ABSTRACT

Biofilm Formation by Interaction of Fungi (Candida tropicalis) with Bacteria
(Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, and Acinetobacter baumannii)

Dwi Wahyuning Asih

Biofilms are composed of more than one species or often called polymicrobial
biofilms, so research is needed on the formation of polymicrobial biofilms,
especially between fungi and bacteria. This study aimed to analyze the total biomass
and metabolic activity of biofilms formed from the interaction of fungi (Candida
tropicalis) with bacteria (Staphylococcus aureus, MRSA, Pseudomonas
aeruginosa, and Acinetobacter baumannii). Bacterial and fungal cultures were
suspended in Tryptic Soy Broth (TSB) medium, then biofilm was cultivated in two
96-well microplates, then the microplates were incubated at 37 degrees Celsius for
48 hours. Detection of the biofilm will be carried out using the Crystal Violet assay
and reduction of the tetrazolium salt (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide), or MTT assay to obtain the Optical Density (OD)
value by using ELISA reader. The results of this study obtained significant data
from both parameters, the highest average value was found in the C. tropicalis
treatment group (2,412 + 0,825 on the biomass test results; 1,525 + 0,473 on the
metabolic activity test results), while the lowest was seen in the S. aureus treatment
group (0,512 £ 0,224 in the biomass test results; 0,978 £ 0,349 in the metabolic
activity test results). In the total biomass parameter, it was obtained that the biofilm
biomass could be formed strongly in each treatment, while the results of the
metabolic activity showed that each treatment was able to carry out cell
proliferation.

Keywords: Biofilm, Crystal Violet assay, ELISA, MTT assay, Optical Density,
Polymicrobial
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