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Pendahuluan
Osteomielitis kronis merupakan suatu penyakit pada jaringan tulang yang dapat mempengaruhi kelangsungan hidup bagi anggota gerak tubuh. Patogenesis terjadinya osteomielitis telah dipelajari secara klinis dan telah dibuat klasifikasi sesuai dengan sumber dari infeksi apakah hematogen atau sumber yang berdekatan dan kemampuan vaskuler setempat.1 Secara klinis terdapat pepatah yang mengatakan “sekali osteomielitis tetap osteomielitis” yang masih tetap menunjukan relevansinya. Multifaktor sangat berpengaruh terhadap timbulnya penyakit tersebut yaitu hubungannya dengan luka, implan dan patogenitas bakteri. Sepanjang hidup, tulang secara konstan memperbaharui diri, dan sedikit koloni bakteri dapat tertutup di dalam tulang selama terjadinya infeksi. Mereka dapat tetap hidup secara dorman dalam beberapa tahun tanpa menimbulkan gejala. 1,2
Biofilm yang berkembang di sekitar sekuester (tulang mati) akan melindungi jaringan yang mati tersebut terhadap bakteri patogen, sehingga hal ini dapat menyebabkan infeksi menjadi persisten.3 Saat ini penanganan osteomielitis kronis masih merupakan masalah dalam bidang orthopaedi (Gambar 1A). Debridemen (membuang jaringan yang non vital) dan pemberian antibiotika merupakan penatalaksanaan yang dianut. Seringkali antibiotika yang diberikan secara oral maupun parenteral tidak dapat mencapai lokasi infeksi dengan baik. 3,4,5
Aplikasi biomaterial merupakan modal utama di dalam dunia kedokteran modern untuk memperbaiki kualitas hidup pasien, walaupun demikian timbulnya osteomielitis kronis masih tetap merupakan masalah kesehatan yang perlu mendapat perhatian khusus. 6-9 Para ahli mengembangkan pemberian antibiotika lokal dalam bentuk antibiotic–loaded polymethylmethacrylate (PMMA) beads dikenal sebagai antibiotik dalam bone cement. Bone cement akan berperan sebagai “kendaraan” untuk mengirim antibiotik (drug delivery system) ke tempat infeksi dengan konsentrasi tinggi yaitu 200 kali dibanding dengan pemberian parenteral.10-13 Sementara konsentrasi serum tetap rendah dan tidak menimbulkan efek samping sistemik. PMMA ini merupakan polimer dari kelompok non-biodegradable polymethylmethacrylate.14,15 Kerugian dari jenis ini adalah rendahnya konsentrasi antibiotik yang keluar dari campuran PMMA tersebut; dan diperlukan tindakan pembedahan kedua untuk melepas beads tersebut.

Untuk melakukan ini maka para ahli orthopaedi di Indonesia secara manual membuat sendiri campuran antibiotik dengan PMMA yang akan dibentuk menyerupai untaian beads, untuk selanjutnya akan ditanam dalam defek tulang melalui tindakan operasi dalam jangka waktu dua sampai empat minggu6 (Gambar 1B). Adapun hasil dari tindakan bedah ini secara empiris menunjukkan hasil yang memuaskan. 
Antibiotik yang sering digunakan adalah golongan fosfomycin sodium dan sampai saat ini masih belum ada kepustakaan yang memberikan informasi tentang efektifitas beads yang mengandung campuran fosfomycin dengan PMMA, terutama dalam jumlah konsentrasi antibiotik yang keluar dari campuran ini. Oleh karena itu keberhasilan penggunaan campuran fosfomycin dengan PMMA dalam bentuk beads ini masih sangat diragukan. Terdapat beberapa faktor yang dapat mempengaruhi keberhasilan pengobatan dengan cara ini yaitu apakah dari pemberian antibiotik secara parenteral, antibiotic beads itu sendiri, atau keberhasilan tindakan pembedahan.
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Gambar 1A Foto penderita osteomielitis kronis pada lengan atas kanan dengan sekuester yang cukup besar (lihat panah). Gambar 1B Foto sinar-X (Antero Posterior) dengan antibiotic-loaded PMMA beads ditanam pada defek tulang (lihat panah).

Agar diperoleh hasil yang optimal dalam pelepasan antibiotik dari bone cement, maka beads tersebut harus mempunyai surface area per-volume ratio yang besar, sehingga perlu di buat beads dengan diameter 8 mm (mengacu dari antibiotic-loaded beads produk impor), mempunyai bentuk dan ukuran yang seragam, mempunyai porositas yang cukup, serta konsentrasi antibiotik yang tepat. 
Oleh karena itu tujuan dari penelitian ini adalah: 
1. Mempelajari karakteristik beads yang mengandung campuran antibiotik dan PMMA terhadap porositas beads, konsentrasi antibiotik dan durasi pelepasan antibiotik dari PMMA beads 
2. Mengusulkan konsep baru dalam pembuatan beads mengandung campuran antibiotik dengan PMMA 
3. Merancang dan merealisasikan semi-manual beads template system untuk memproduksi antibiotic-loaded PMMA beads yang mempunyai bentuk dan ukuran yang seragam serta mempunyai porositas yang cukup
Dengan demikian akanmemberikan kontribusi sebagai berikut:   

1. Institut Teknologi Bandung dapat sebagai pusat penelitian untuk pengembangan handmade antibiotic-loaded beads di Jawa Barat

2. Para ahli orthopaedi dapat memperoleh informasi yang akurat dari konsep baru ini dalam pembuatan beads mengandung campuran antibiotik dan PMMA.
3. Konsep baru dapat dikembangkan untuk memperoleh antibiotic beads dengan konsentrasi yang tinggi pada tempat infeksi (ditinjau dari efikasi, pelepasan  bertahap, waktu, dan biaya).
4. Handmade PMMA beads dapat dengan mudah diproduksi dengan menggunakan semi-manual beads template system di kamar bedah.
5. Konsep ini dapat diaplikasikan oleh negara berkembang lainnya.

Evaluasi dari Handmade Antibiotic-Loaded PMMA Beads yang Biasa Digunakan
Di negara berkembang sering ditemukan komplikasi osteomielitis kronis, dan pembedahan merupakan terapi pilihan, pemberian antibiotik parenteral dan pemakaian handmade beads dengan menggunakan fosfomycin-sodium sebagai antibiotik terpilih untuk ditanam dalam defek tulang selama dua sampai empat minggu. Pada umumnya, secara klinis pengobatan ini memperlihatkan hasil yang memuaskan walaupun bukti keberhasilan masih sangat kurang, apakah berasal dari antibiotik parenteral, atau fosfomycin beads itu sendiri, atau keberhasilan tindakan pembedahan. 
Untuk mengetahui sejauh mana efektifitas antibiotik yang keluar dari beads PMMA yang biasa digunakan (existing fosfomycin-loaded PMMA beads), maka dilakukan berbagai percobaan in vitro, untuk mempelajari pelepasan antibiotik yang berkesinambungan dengan konsentrasi yang berada dalam koridor optimum dan durasi waktu tertentu. Penelitian dilakukan terhadap berbagai strain bakteri dari pasien yang menderita infeksi akibat osteomielitis kronis dan pemasangan implan. Dilakukan percobaan untuk menilai efektifitas antibiotik dengan menentukan kadar hambat minimal (KHM), selanjutnya dilakukan evaluasi terhadap kinetika antibiotik melalui zona hambat (inhibition-zones) serta melakukan penilaian terhadap porositas beads dengan menggunakan scanning electron micrsocopy (SEM). Hasil yang diperoleh dibandingkan dengan beads antibiotik dari produk impor, yang merupakan standar baku untuk terapi infeksi tulang. 
Hasil evaluasi tersebut ternyata handmade fosfomycin PMMA beads tidak menunjukkan pelepasan antibiotik yang memuaskan, hal ini disebabkan karakteristik beads yang tidak ideal, dimana beads berukuran besar serta tidak seragam dan mempunyai porositas yang sangat kurang. Ukuran beads yang berukuran kecil perlu dipertimbangkan perannya dalam pelepasan antibiotik. Permukaan beads merupakan karakteristik yang sangat penting dalam efektifitas pelepasan antibiotik. Existing beads yang dievaluasi mempunyai ukuran yang sangat tidak seragam dengan kisaran 1.6 sampai 2.8 cm bila dibandingkan dengan produk impor Septopal (0.7 cm), sehingga menunjukkan surface area per-volume ratio yang tidak optimal (2.1 sampai 3.8 cm-1) dibanding dengan Septopal (8.6 cm-1), sehingga mempunyai beban antibiotik yang berbeda. Karakteristik beads secara rinci dapat dilihat pada Tabel 1.

Pilihan fosfomycin sebagai antibiotik yang dicampur dengan PMMA dalam bentuk beads dapat dipertanyakan apakah antibiotik ini dapat berfungsi dengan baik?. Karena dari penelitian in vitro diperoleh bahwa fosfomycin memperlihatkan efikasinya terhadap 60% (12/20) terhadap strain bakteri osteomielitis, dan 58% (7/12) adalah bakteri Staphylococcus aureus. Disamping itu fosfomycin-PMMA beads hanya mampu membunuh 20% (2/10) yaitu Staphylococcus aureus 7323 dan CNS 7391 (Tabel 2). 

Tabel 1 Enam konsep pembuatan beads  mengandung fosfomycin dengan polymethylemethacrylate (PMMA). Proses pencampuran secara manual dengan menggunakan spatula. Septopal® sebagai produk impor dipakai sebagai referensi. 
	Beads
	Cement base [g]
	Fosfomycin content

per bead [mg]
	Shaping
	Diameter

[cm]
	Area/volume

ratio [cm-1]

	no 1
	Zimmer, 40
	188
	Template
	1.7
	3.5

	no 2
	Simplex-P, 40
	94
	Handrolled
	2.8
	2.1

	no 3
	Simplex-P, 40
	94
	Handrolled
	1.6
	3.8

	no 4
	Simplex-P, 40
	94
	Handrolled
	2
	3.0

	no 5
	Simplex-P, 40
	94
	Handrolled
	1.6
	3.8

	no 6
	Simplex-P, 40
	94
	Handrolled
	1.6
	3.8

	Septopal®
	PMMA
	7.5 (gentamicin sulphate) 
	Template
	0.7
	8.6


	No
	Bacterial Strains
	Bead

no 1
	Bead

no 2
	Bead

no 3
	Bead

no 4
	Bead

no 5
	Bead

no 6
	Septopal®

	1
	S. aureus 5298
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	2
	S. aureus 7323
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+

	3
	P. aeruginosa 5148
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	4
	P. aeruginosa 7348
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	5
	CNS 7368
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	6
	CNS 7334
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	7
	CNS 7391
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	8
	Klebsiella 333257
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	9
	Micrococcus 7397
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	10
	E. coli BS 6206
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+


Table 2 Zona hambat satu tetes cairan dari handmade fosfomycin-loaded PMMA beads dan gentamicin-loaded Septopal® beads. 

Kepustakaan menyatakan bahwa fosfomycin sangat mudah menyebabkan mutasi untuk timbulnya resistensi bakteri, walaupun kepustakaan lain mengatakan peran perubahan genetika dalam timbulnya resistensi tersebut. Melihat risiko yang potensial untuk timbulnya mutasi, di dunia barat, fosfomycin sangat jarang digunakan sebagai monoterapi dan hampir selalu digunakan secara kombinasi dengan vancomycin atau teicoplanin. Lebih lanjut dapat dilihat pada penelitian ini bahwa diperlukan fosfomycin dalam konsentrasi tinggi untuk mencapai efikasi yang optimal, tanpa memperhatikan ada atau tidaknya glucose-6-phosphate. Dapat disimpulkan bahwa secara in vitro, fosfomycin tidak dapat dikombinasikan dengan polimer PMMA.

Konsep Baru untuk Meningkatkan Pelepasan Antibiotik pada Handmade Antibiotic-Loaded PMMA Beads
Pada tahun 1970, Buccholz dan Engelbrecht memperkenalkan pertama kali penggunaan campuran antibiotik dengan bone cement sebagai tindakan profilaksis infeksi tulang. Selanjutnya Klemm, pada tahun 1979, membuat antibiotic-impregnated PMMA beads pertama kalinya untuk digunakan pada pengobatan osteomielitis kronis.

Secara in vitro, fosfomycin dalam PMMA beads tidak memperlihatkan hasil yang diinginkan dalam membunuh strain bakteri, oleh karena itu diperlukan strategi lain untuk memperoleh pelepasan antibiotik yang optimal dari handmade beads. Dengan mengubah pilihan antibiotik menjadi gentamicin, yang telah menunjukkan keberhasilannya dalam pengobatan secara lokal di bidang bedah orthopaedi, merupakan antibiotik berspektrum luas sehingga dapat membunuh bakteri penyebab osteomielitis kronis, serta mempunyai efek bakterisidal, selain tahan terhadap pemanasan dan mempunyai berat molekul rendah.16,17 Di negara berkembang seperti Indonesia, Septopal® yang merupakan gentamicin-loaded PMMA beads sering digunakan dalam pengobatan osteomielitis kronis, tanpa memperhatikan jenis bakteri dan sensitifitasnya terhadap gentamicin. 
Telah dipelajari pengaruh soluble fillers seperti glycine, sodium chloride (NaCL) terhadap kinetika gentamicin. Pada Gambar 2 terlihat bahwa campuran gentamicin-glycine dengan penambahan konsentrasi tinggi NaCL dapat meningkatkan pelepasan gentamicin yang keluar dari handmade beads. Hal ini disebabkan tercapainya sistim perkolasi pada konsentrasi tersebut. Tampak ambang perkolasi terlihat pada 16 g dan 24 g NaCl.
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Gambar 2 Pengaruh soluble filler NaCl pada persentase pelepasan gentamicin terhadap waktu.
Kinetika pelepasan gentamicin dengan penambahan polimer biodegradable seperti Kollidon pada berbagai konsentrasi dalam 50% konsentrasi monomer diperlihatkan pada Gambar 3. Pada formula dengan komposisi 1g gentamicin - 15%Kollidon-40g PMMA dalam 50% monomer (10mL) menunjukkan hasil yang baik, berada di dalam koridor “dosis optimal” dan memperlihatkan sustained release. Pelepasan gentamicin yang keluar dari beads dengan komposisi tersebut di atas adalah 16594.8 µg/mL (71.3%) pada hari ke-14, bila dibandingkan dengan gentamicin yang keluar dari Septopal® pada waktu yang bersamaan, pelepasan gentamicin menunjukkan 4172.0 µg/mL (56%). Tampak pelepasan gentamicin yang berasal dari template system memperlihatkan peningkatan 1.3 kali dibanding  Septopal®  dengan perbedaan yang bermakna (p<0.05).
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Gambar 3 Persentase kumulatif pelepasan gentamicin yang keluar dari beads PMMA pada campuran Kollidon dalam berbagai konsentrasi (5 w/w%, 10 w/w%, atau 15 w/w%) dalam 50% monomer, terhadap fungsi waktu, dibandingkan dengan pelepasan gentamicin dari Septopal®.  SD diperoleh dari tiga handrolled beads yang berbeda dan Septopal®.
Campuran 1g gentamicin-15%Kollidon-40g PMMA-50% monomer dibuat rangkap tiga dengan menggunakan teknik molding yang berbeda (handrolled, template). Septopal® digunakan sebagai pembanding. Dalam waktu yang telah ditentukan yaitu hari ke-1, ke-2, ke-3, ke-7 dan hari ke-14, biofilm di beri pewarnaan dengan crystal violet (CV) sebagai indeks dari formasi biofilm. Terlihat bahwa gentamicin dapat menghambat terbentuknya biofilm sampai 98.7%, tampaknya setara dengan Septopal®, hal ini ditunjukkan pada Gambar 4. Gentamicin menunjukkan efikasinya terhadap pencegahan terbentuknya biofilm dari strain S aureus 5298 (MIC 0.75 µg/mL). Sehingga dapat disimpulkan bahwa handmade gentamicin-loaded PMMA beads dengan teknik molding menggunakan semi-manual beads template system tidak mempengaruhi efikasi gentamicin, serta tidak memperlihatkan perbedaan yang bermakna terhadap Septopal® (p<0.41). Sedangkan perbedaan yang sangat bermakna terlihat pada pelepasan gentamicin dengan teknik molding dengan cara handrolling  dibanding dengan Septopal (p<0.0003). 
Pada gambar ini terlihat bahwa deviasi standar dari handrolled beads mempunyai perbedaan yang cukup besar apabila dibandingkan dengan Septopal® dan template, keadaan ini disebabkan karena handrolled beads mempunyai diameter rata-rata 1.7 kali lebih besar dibanding dengan produk impor. Hal ini tentunya akan berpengaruh terhadap pelepasan antibiotik yang rendah karena mempunyai surface area per-volume ratio yang kecil.
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Gambar 4 Persentase penurunan pertumbuhan bakteri. Bakteri yang digunakan adalah strain S. aureus 5298 yang sangat sensitif terhadap gentamicin (MIC 0.75 µg/mL). Error bars  menunjukkan  nilai rata-rata SD dari hasil rangkap tiga.

Dari penelitian terhadap existing beads, tampak bahwa surface area per-volume ratio adalah 7 cm-1, sangat kurang apabila dibandingkan dengan produk impor (8.6 cm-1 ). Rasio ini sangat penting untuk meramal pelepasan antibiotik, ukuran beads makin kecil akan meningkatkan konsentrasi antibiotik yang akan lepas dari beads.

Melihat kepentingan rasio beads yang demikian berpengaruh maka telah di laksanakan perancangan dan realisasi dari semi-manual beads template system yang dapat membuat beads berbentuk bola dengan diameter yang seragam dan berjarak sama satu sama lain. Hal ini diperlukan untuk memperoleh surface area per-volume ratio yang besar, dengan mengacu dari produk impor Septopal® yaitu 7 mm. Template ini dapat membentuk 30 buah PMMA beads dengan bentuk dan ukuran yang seragam yaitu sekitar 8 mm dengan jarak 4 mm satu sama lain. Dapat dilaksanakan di kamar bedah dengan cepat (sekitar 20 menit). Dengan menggunakan semi-manual beads template system diharapkan dapat memproduksi beads yang mempunyai kualitas yang setara dengan kualitas produk impor, dengan harga yang terjangkau bagi masyarakat di negara berkembang. Komponen beads template system secara rinci dapat di lihat pada Gambar 5, sedangkan Gambar 6 memperlihatkan realisasi dari semi-manual beads template system.
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Gambar 5 Komponen semi manual beads template system terdiri dari bagian cincin stainless steel (A=cincin dasar, D=cincin tengah, E=cincin atas) dan  bagian piringan PTFE (B=piringan bawah, C=piringan atas).
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Gambar 6  Semi-manual beads template system yang telah tersusun. 

Kesimpulan

Telah berhasil direalisasikan semi-manual beads template system yang dapat dioperasikan dengan mudah dan cepat, sehingga pembuatan beads dapat diseragamkan terhadap bentuk dan diameternya. Dengan adanya template ini maka konsep baru dalam pembuatan beads dengan formula 1g gentamicin-15%Kollidon-40g PMMA-50% monomer menunjukkan pelepasan antibiotik yang berada di dalam “daerah optimal” serta menunjukkan sustained release. Dalam pencegahan terhadap terbentuknya biofilm, ternyata komposisi ini memperlihatkan efikasinya yang setara dengan produk impor. 
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