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KATA PENGANTAR

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan bakteri
dengan spektrum penyakit infeksi yang luas dan menunjukkan resistensi antibiotik
serta kemampuan produksi biofilm, membuat MRSA menjadi salah satu patogen
utama infeksi nosokomial dan infeksi terkait device. Pemberian antibiotik utama
MRSA yakni vankomisin dalam dosis standar dinyatakan tidak dapat
mengeradikasi biofilm. Pemberian dosis tinggi dengan waktu paparan yang panjang
diduga lebih efektif dalam eradikasi, namun kekhawatiran akan timbulnya
resistensi akibat paparan menjadi salah satu penyebab modalitas terapi antibiotik

lokal dosis tinggi belum banyak diterapkan.

Karya akhir ini disusun untuk memenuhi salah satu persyaratan dalam
menyelesaikan Program Pendidikan Dokter Spesialis-1 Mikrobiologi Klinik di
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga. Hasil penelitian diharapkan dapat
memberi informasi terkait dosis dan lama paparan vankomisin yang efektif dalam
mengeradikasi biofilm serta mengetahui efek paparan terhadap kemunculan isolat
dengan penurunan susceptibilitas vankomisin. Peneliti berupaya untuk membuat
karya akhir ini dengan baik, namun tentu masih banyak kekurangan dalam isi dan
penulisan sehingga saran dan kritik yang bersifat konstruktif akan sangat

diharapkan demi perbaikan.
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RINGKASAN

PENGARUH VANKOMISIN DALAM ERADIKASI BIOFILM
METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS
(MRSA) TERHADAP KEMUNCULAN HETEROGENOUS
VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS/VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (hVISA/VISA)

Erizka Rivani

MRSA merupakan patogen penyebab dari infeksi ringan terkait komunitas
seperti skin and soft tissue infection, namun dapat juga menyebabkan infeksi berat
terkait pusat kesehatan seperti pneumonia, osteomyelitis, abses serebral, dan sepsis
dengan angka morbiditas dan mortalitas yang tinggi. MRSA memiliki spektrum
resistensi antibiotik yang luas dan kemampuan produksi biofilm yang mempersulit
terapi. Vankomisin merupakan antibiotik golongan glikopeptida yang menjadi
pilihan utama dalam kasus infeksi MRSA, namun penggunaannya dalam eradikasi
biofilm membutuhkan konsentrasi dan waktu paparan yang tinggi sehingga
menimbulkan kekhawatiran akan induksi maupun seleksi isolat dengan penurunan
susceptibilitas terhadap vankomisin.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas vankomisin dalam
eradikasi biofilm dan mengetahui efek dari paparan terhadap kemunculan isolat
hVISA/VISA. Penelitian ini adalah sebuah penelitian eksperimental laboratorium
dengan rancangan post test control group design yang dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi Klinik RSUD Dr. Soetomo Surabaya pada Juni 2022. Efektivitas
eradikasi biofilm dinilai dari persentasi eradikasi, pengaruh paparan terhadap
kemunculan isolat hVISA/VISA dinilai dari pertumbuhan isolat hVISA/VISA
setelah paparan vankomisin terhadap biofilm.

Biofilm MRSA dipaparkan dengan vankomisin dalam konsentrasi 1 kali
MIC, 1.000 kali MIC, dan 10.000 kali MIC (2 pg/ml, 2 mg/ml, 20 mg/ml) dengan
waktu paparan continous 24 jam vs intermiten 6 jam per hari selama 3 hari berturut-
turut. Setelah paparan vankomisin, dilakukan pengukuran ketebalan biofilm dan
subkultur spesimen biofilm ke media brain-heart infusion agar with vancomycin
and casein (BHIA-VC) untuk mengisolasi isolat hVISA/VISA.
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Paparan vankomisin konsentrasi 2 pg/ml dengan waktu inkubasi 24 jam
maupun 6 jam/hari selama 3 hari tidak menimbulkan efek eradikasi biofilm. Pada
kelompok yang diberi paparan 2 mg/ml secara continuous, eradikasi biofilm
berkisar antara 21-63,9%. Pada kelompok yang diberi paparan 2 mg/ml secara
intermiten, eradikasi biofilm berkisar antara 32,8-69%. Pada kelompok yang diberi
paparan 20 mg/ml secara continuous, eradikasi biofilm berkisar antara 60-87,6%.
Pada kelompok yang diberi paparan 20 mg/ml secara intermiten, eradikasi biofilm
berkisar antara 64-86,1%. Dari uji komparasi dapat disimpulkan bahwa terdapat
perbedaan nilai optical density yang signifikan antar kelompok konsentrasi paparan
vankomisin. Tidak didapatkan perbedaan nilai optical density yang signifikan antar
kelompok paparan continous versus intermiten.

Terdapat 3/12 isolat yg tumbuh di media BHIA-VC. Kemunculan isolat
hVISA/VISA paling banyak terjadi pada isolat yang mendapatkan paparan
vankomisin konsentrasi 2 pg/ml, diikuti dengan kelompok dengan paparan 2
mg/ml, dan paling sedikit timbul pada kelompok yang diberi paparan vankomisin
20 mg/ml. Konsentrasi vankomisin yang dipapar berkorelasi dengan kemunculan
isolat hVISA/VISA setelah paparan. Perbedaan waktu paparan tidak menimbulkan
perbedaan efek kemunculan isolat hVISA/VISA yang bermakna secara statistik,
walaupun pertumbuhan di media BHIA-VC lebih banyak terjadi pada yang
dipaparkan vankomisin selama 6 jam per hari dan diinkubasi selama total 72 jam.

Manfaat penelitian ini adalah dapat memberi informasi berupa data
konsentrasi dan lama paparan vankomisin yang efektif dalam eradikasi biofilm
isolat MRSA dan pengaruh paparan vankomisin terhadap kemunculan isolat
hVISA/VISA sehingga dapat menjadi dasar dalam penyusunan protokol terapi
infeksi MRSA terkait biofilm.
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SUMMARY

EFFECT OF VANCOMYCIN IN METHICILLIN-RESISTANT
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) BIOFILM
ERADICATION AND ISOLATION OF HETEROGENOUS
VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS/VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (hVISA/VISA)

Erizka Rivani

MRSA is a pathogen that causes minor community-associated infections such
as skin and soft tissue infections, but can also cause serious healthcare-associated
infections such as pneumonia, osteomyelitis, cerebral abscess, and sepsis with high
morbidity and mortality rates. MRSA has a broad spectrum of antibiotic resistance
and biofilm production capabilities that complicate therapy. Vancomycin is the
main choice in cases of MRSA infection, but its use in biofilm eradication requires
high concentration and exposure time, which raises concerns about the induction
and selection of isolates with decreased susceptibility to vancomycin.

This study aimed to determine the effectiveness of vancomycin in eradicating
biofilms and to determine the effect of exposure on the emergence of hVISA/VISA
isolates. This research is an experimental laboratory study with a post-test control
group design which was carried out at the Clinical Microbiology Laboratory of Dr.
Soetomo General Academic Hospital, Surabaya in June 2022. The effectiveness of
biofilm eradication was assessed from the percentage of eradication, and the effect
of exposure on the emergence of hVISA/VISA isolates was assessed from the
growth of hVISA/VISA isolates after vancomycin exposureto the biofilm.

MRSA biofilms were exposed to vancomycin in concentrations of 1 times the
MIC, 1,000 times the MIC, and 10,000 times the MIC (2 pg/ml, 2 mg/ml, 20 mg/ml)
with a continuous exposure time of 24 hours vs. intermittent 6 hours per day for 3
days. Biofilm specimens after exposure were subcultured onto brain-heart infusion
agar with vancomycin and casein (BHIA-VC) to isolate hVISA/VISA isolates.

Exposure of 2 pg/ml vancomycin did not have biofilm eradication effect.
Continuously exposed group with 2 mg/ml concentration has biofilm eradication
percentation ranged from 21-63.9%. In the group that was exposed to 2 mg/ml
intermittently, the biofilm eradication ranged from 32.8-69%. In the group that was
continuously exposed to 20 mg/ml, the biofilm eradication ranged from 60-87.6%.
In the group that was exposed to 20 mg/ml intermittently, the biofilm eradication
ranged from 64-86.1%. From the comparative test, it can be concluded that there
are significant differences in optical density values between groups of vancomycin
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exposure concentrations. There was no significant difference in optical density
values between continuous versus intermittent exposure groups.

There were three isolates growing on BHIA-VC media after vancomycin
exposure to its biofilm. The highest prevalence of hVISA/VISA isolates occurred
in the isolates exposed to vancomycin concentration of 2 pg/ml, followed by the
group with 2 mg/ml exposure, and the least occurrence in the group exposed to 20
mg/ml vancomycin. The concentration of vancomycin exposed correlated with the
appearance of hVISA/VISA isolates after exposure. The difference in exposure
time did not cause a statistically significant difference in the effect of the emergence
of hVISA/VISA isolates, although growth in BHIA-VC media was more common
in those exposed to vancomycin for 6 hours per day and incubated for a total of 72
hours.
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PENGARUH VANKOMISIN DALAM ERADIKASI BIOFILM
METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS
(MRSA) TERHADAP KEMUNCULAN HETEROGENOUS
VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS/VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (hVISA/VISA)

Erizka Rivani!, Agung Dwi Wahyu Widodo!, Muhammad Vitanata Arfijanto?

'Departemen Mikrobiologi Klinik, Fakultas Kedokteran Universitas
Airlangga/RSUD Dr. Soetomo, Surabaya, Indonesia

’Departemen Ilmu Penyakit Dalam, Fakultas Kedokteran Universitas
Airlangga/RSUD Dr.Soetomo, Surabaya, Indonesia

ABSTRAK

Latar Belakang: Vankomisin merupakan terapi pilihan pada infeksi MRSA namun
dosis standar tidak optimal dalam eradikasi biofilm. Pemberian vankomisin dengan
konsentrasi maupun lama paparan yang ditingkatkan memiliki potensi dalam
eradikasi biofilm, namun dikhawatirkan akan menimbulkan seleksi maupun induksi
isolat dengan penurunan susceptibilitas terhadap vankomisin.

Metode: Penelitian eksperimental laboratorium ini menggunakan sepuluh isolat
klinis MRSA serta isolat ATCC MRSA 43300 dan ATCC S.aureus 25923. Biofilm
yang dibentuk oleh isolat dipaparkan vankomisin konsentrasi 1 kali MIC, 1.000 kali
MIC, dan 10.000 kali MIC (2 pg/ml, 2 mg/ml, 20 mg/ml) dengan waktu paparan
continous 24 jam vs intermiten 6 jam per hari selama 3 hari berturut-turut.
Dilakukan pengukuran optical density dari biofilm untuk mengetahui persentase
eradikasi biofilm. Spesimen biofilm setelah paparan disubkultur ke media selektif
BHIA-VC untuk mengisolasi isolat hVISA/VISA.

Hasil: Efek eradikasi biofilm tertinggi ditemukan pada isolat yang dipapar
vankomisin konsentrasi 10.000 kali MIC, namun efek eradikasi biofilm total tetap
belum tercapai. Pemberian vankomisin konsentrasi 1 kali MIC tidak menimbulkan
efek eradikasi biofilm. Paparan secara comtinous maupun intermiten tidak
menimbulkan perbedaan eradikasi biofilm yang signifikan. Paparan vankomisin
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berkorelasi terhadap kemunculan isolat hVISA/VISA, isolat dengan penurunan
susceptibilitas terhadap vankomisin muncul terutama setelah paparan vankomisin
dengan konsentrasi yang rendah.

Kesimpulan: Konsentrasi paparan vankomisin diatas seribu kali MIC dibutuhkan
untuk eradikasi optimal biofilm MRSA. Paparan vankomisin dalam konsentrasi 1
kali MIC tidak menimbulkan efek eradikasi biofilm dan berkorelasi terhadap
kemunculan isolat MRSA dengan penurunan susceptibilitas terhadap vankomisin.

Kata Kunci: MRSA, biofilm, eradikasi, vankomisin, hVISA/VISA
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EFFECT OF VANCOMYCIN IN METHICILLIN-RESISTANT
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) BIOFILM
ERADICATION AND ISOLATION OF HETEROGENOUS
VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS/VANCOMYCIN INTERMEDIATE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (hVISA/VISA)

Erizka Rivani!, Agung Dwi Wahyu Widodo!, Muhammad Vitanata Arfijanto?

IClinical Microbiology Department, Faculty of Medicine, Airlangga
University/Dr. Soetomo General Academic Hospital, Surabaya, Indonesia

2Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, Airlangga University/Dr.
Soetomo General Academic Hospital, Surabaya, Indonesia

ABSTRACT

Background: Vancomycin is the first-line therapy for Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) infection, but the standard dose is not optimal for
biofilm eradication. The administration of vancomycin with increased
concentration and duration of exposure has the potential to eradicate biofilms, but
it is feared that it will lead to the selection or induction of isolates with decreased
susceptibility to vancomycin.

Methods: This laboratory experimental study used ten clinical isolates of MRSA
as well as isolates of ATCC MRSA 43300 and ATCC S.aureus 25923. The biofilm
formed by the isolates was exposed to vancomycin concentrations of 1 times the
MIC, 1,000 times the MIC, and 10,000 times the MIC (2 g/ml, 2 mg/ml, 20 mg/ml);
exposed continously for 24 hours vs. intermittent 6 hours per day for 3 consecutive
days. Measurement of the optical density of the biofilm was carried out to
determine the percentage of biofilm eradication. Biofilm specimens after exposure
were subcultured onto BHIA-VC selective media to isolate hVISA/VISA.

Results: The highest biofilm eradication effect was found in isolates exposed to
vancomycin at a concentration of 10,000 times the MIC, but the total biofilm
eradication effect was not achieved. Administration of vancomycin concentration
of 1 times the MIC did not have biofilm eradication effect. Continuous or
intermittent exposure did not cause significant differences in biofilm eradication.
Vancomycin exposure correlated with the emergence of hVISA/VISA isolates,
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isolates with decreased susceptibility to vancomycin appeared especially after
exposure to low concentrations of vancomycin.

Conclusion: Vancomycin exposure concentrations above a thousand times the MIC
are required for optimal eradication of MRSA biofilms. Vancomycin exposure in a
concentration of 1 times the MIC did not cause biofilm eradication effect and
correlated with the emergence of MRSA isolates with a decrease in susceptibility
to vancomycin.

Keywords: MRSA, biofilm, eradication, vancomycin, hVISA/VISA
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