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KATA PENGANTAR

Sebagaimana Pertemuan Ilmiah ke XIV yang diselenggarakan selama 1
hari pada tangal 9 Maret 2005 oleh Puslitbang Teknologi Isotop dan Radiasi
(P3TIR}), Badan Tenaga Nuklir Nasional (BATAN) pada tahun ini bertujuan
untuk tukar menukar informasi dan pengalaman sesuai dengan disiplin
keilmuan masing-masing. Selain itu, pertemuan kali ini dimaksudkan juga
untuk meningkatkan kemampuan para pejabat fungsional Pranata Nuklir,
Litkayasa dan Pengawas Radiasi dalam pemecahan yang terjadi di dalam
maupun diluar  BATAN. Dengan demikian, ilmu dan teknologi yang
dikembangkan dalam bidang ini dapat dimanfaatkan oleh pihak terkait dan
masyarakat pada umumnya,

Pertemuan kali ini dihadiri oleh 158 orang peserta yang terdiri dari para
pejabat fungsional Peneliti, pejabat fungsional Pranata Nuklir, dan Pengawas
radiasi serta teknisi Litkayasa juga para peneliti terkait dan para Kepala
Kelompok masing-masing di lingkungan P3TIR —~ BATAN dengan maksud
agar dalam sessi diskusi lebih terarah dun memberi banyak masukan bagi para
peserta sebagai patner kerjasama dalam membantu penelitian para peneliti di
bidangnya. Jumlah makalah yang disajikan adalah sebanyak 44 buah makalah.

Penerbitan risalah pertemuan ini diharapkan dapat merambah sumber
informasi dan perkembangan ilmu pengetahuan yang berkaitan dengan teknik
nuklir bagi pihak yang membutuhkan  untuk menunjang  keberhasilan

pembangunan dimasa mendatang serta mendapatkan sumber daya manusia

yang handal di era globalisasi.
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PENENTUAN JUMLAH MIKROBA DAN MORFOLOGI SEL
BAKTERI HASIL ISOLASI DARI TULANG ALLOGRAF T

Nani Suryani dan Febrida Anas.
Puslitbang Teknologi Isotop dan Radiasi - Batan

ABSTRAK

PENENTUAN JUMLAH MIKROBA DAN MORFOLOGI SEL BAKTERI HASIL
ISOLASI DARI TULANG ALLOGRAFT. Telah dilakukan penentuan jumlah mikroba dengan metode
tuang dan pengamatan motiolog? sel bakteri hasil isolasi dari tulang allograft dengan metode pewarnaan
gram. ‘Tulang allografl berupa caput femoralis direndam dalam air suling steril sebanyak 300 ml. Dari
lartan tersebut diambil 1 ml dan ditanam dalam media Triptic Soy Agar (TSA), Siaphilococcus agar
(STP), Eoshin Methilen Blue Agar (EMB) dan Peudomonas Agar (PSD). Media TSA diinkubasi pada
suhu 30°C, sedangkan media STP, PSD dan EMB pada suhu 37°C. Pengamatan dilakukan selama 7 hari.
Bakteri yang tumbuh diamati morfologinya dengan menggunakan mikroskop.Hasil menunjukan bahwa
jumlah mikroba yang inencemeri caput femoralis adalah sekitar 1 x 307 sampai 3 x 107 sel per sample dan
tidak ditemukan bakieri patogen. Selanjutnya dari pengamatan morfologi didapat 70% bakteri bentuk
baiang, berspora gram positif dan sisanya berbentuk kokus (bergerombol), gram positif. Tidak ditemukan
bakteri yang bersifat gram negatif,

ABSTRACT

DETERMINATION OF TOTAL MICROBES AND CELL MGRPHOLOGY OF
MICROORGANISM OF BONE ALLOGRAFT. Determination of total microbes and observation of
zell morphology produced by culture of bone allograft has been conducted. Femoral head were immersed
in 300 ml sterile water. One millilitre of each samples were cultured into Triptic Soy Agar (TSA),
Staphilococcus Agar (STP), Eoshin Methilen Blue Agar (EMB) and Pseudomonas Agar (PSD). The
media were incubated for 7 days at 30°C for TSA and 37°C for STP, EMB and PSD. The microbes werc
observed by microscope was isolated to Tryptic Soy Agar media. The result showed total microbes of
bore was 1 x 107~ 3 x 107 cell/sample and 1o path,ogenic bacteria .70% of microbes wich contaminated
bone were m the form of bacilli; spore form, positif gram, and 30 % was is the form of coccus; positif
gram

PENDAHULUAN

Tulang allograft adalah tulang yang berasal dari satu spesies, yang digunakan untuk
transplantasi/implantasi di bidang kedokteran. Saat ini tulang allograft bisa didapatkan di
setiap bank jaringan, khususnya bank tulang. Di Indonesia saat ini terdapat 4 bank jaringan
yaitu; Bank Jaringan Riset Batan, Jakarta, Pusat Biomaterial RSUD DR. Sutomo, Surabaya,
RSUP Dr. M. Jamil, Padang dan RSK Sitanala, Tangerang.

Tulang  adalah bagian terpenting dari tubuh manusia karena berfungsi sebagai
penyangga dari tubuh, yang terdiri dari 35% bahan organik dan 65% bahan anorganik (1), jika
tulang tersebut rusak maka akan mempengaruhi bentuk tubuh. Kerusakan tulang dapat
disebabkan beberapa faktor, antara lain kecelakaan, kerapuhan, penyakit atau sebab lainnya.
Untuk mengatasi hal tersebut perlu dipersiapkan tulang steril yang diperlukan untuk
transplantasi/implantasi sebagai pengganti tulang yang rusak.

Persiapan tulang untuk transplantasi/implaniasi dapat dilakuka denga cara pembekuan
atau dengan cara liofilisasi. Umumnya pemrosesan tulang di Bank Jaringan Riset Batan
adalah dengan cara liofilisasi. Keuntungan dengan cara liofilisasi adalah bahan tidak rusak,
dapat disimpan dalam suhu kamar selama beberapa tahun, dan mudah didistribusikan. Namur
cara ini mempunyai kelemahan yaitu dapat menurunkan “mechanical strength” walaupun
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secara klinis tidak menunjukan perbedaan yang bermakna (2).

Tulang pengganti yang akan ditransplantasi/implantasi harus dalam keadaan steril atau
bebas mikroba dan virus. Untuk itu perlu dilakukan uji mikrobiologi untuk mengetahui
jumlah kandungan mikroba termasuk mikroba patogen dan jeris mikroba yang mencemari
tulang tersebut. Untuk mengetahui jenis mikroba yang mencemari tulang periu dilakukan
pengamaian morfologi sel dengan metode pewarnaan gram.

Keuntungan metode pewarnaan gram antara lain:  meningkatkan kontras
mikroorganisme dengan sekitarnya sehingga dapat diamati berbagai bentuk dan susunan
bakteri, memungkinkan pengamatan salah satu bagiau dari sel bakteri misalnya spora, kapsel
atau flagella, dan memungkinkan penggunaan pembesaran (3).

Pewarnaan gram ditemukan pertama kali oleh Christian Gram dengan pewarna kristal
violet. fuksin, larutan pemucat dan zat warna ke dua yang merupakan pembeda dengan zat
pewarna pertama. Pewarnaan ini memilahkan bakteri menjadi bakteri gram negatif (merah)
dan grain positif (ungu), perbedaan ini disebabkan oleh daya permeabilitas. Pada bakteri gram
positif kompleks kristal violet terperangkap pada dinding sel setelah perlakuan dengan
ethanol, hal ini disebabkan pori-pori pada lapisan peptidoglikan mengecil/mengkerut sehingga
warna kristal violet terperangkap sedangkan pada bakteri gram negatif pori-pori pada lapisan
peptidoglikan melebar setelah perlakuan dengan ethanol sehingga kristal violet terlarut dalam
ethanol (3). 7

Dinding sel pada gram negatif mengandung lipida yang tinggi sehingga sewaktu
pencucian dengan larutan pemucat menyebabkan pembesaran lubang pori-pori  dan
peningkatan permeabilitas zat warna. Pencucian menyebabkan kompleks zat warna pertama
terlepas dan sel akan mengambil zat wama ke dua Dinding sel bakteri gram positif
mengandung lipida yang rendah sehingga waktu penambahan alkohol terjadi dehidrasi dan
pengecilan lubang pori-pori, ini menyebabkan zat warna-tctap terikai dan sel tetap berwarna
ungu. Struktur dinding sel gram negatif tipis sedangkan struktur dinding sel gram positip
tebal (3).

‘Tujuan percobaan ini adalah untuk mengetahui cemaran mikroba baik patogen
maupui non patogen dan morfologi selnya.

BAHAN DAN METODA

Bahan, Bahan yang digunakan pada percobaan ini adalah berupa tulang allograft  dari caput
pemoralis yang didapat dari rumah sakit Siaga Raya, air suling steril, media Triptic Soy Agar
(TSA), Staphilococcus Agar (STP), Eoshin Methilen Blue Agar (EMB) dan Pseudomonas
Agar (PSD), gentiena violet, safranin, lugol, alkohol 95%.

Peralatan. Alat yang digunakan antara lain; alat gelas, lampu spiritus, inkubator, oven,
otoklaf, mikroskop, gelas obyek dan lain-lain.

Cara kerja.

Penentuan jumlah mikroba pada sampel.

- Sampel berupa caput femoralis dimasukkan dalam air sterii 300 ml, dikocok selama 10
menit. Larutan tersebut kemudian dipipet masing-masing | ml dan ditanam dalam media
TSA, STP, EMB dan PSD (cara tuang), Media diinkubasi pada suhu 30°C untuk TSA selama

343



Risafah Pertemuan llmiah Jalatan Fungsional Litkayasa, Pranata Nuklir dan Pengawas Radiasi, 2005

7 hari dan 27°C untuk media PSD, EMB dan STP selama 24 jam, diamati dan dihitung
hasilnya.
Penentuan Pewarnaan Gram.

Mikroba yang tumbuh pada media TSA aiambil dengan menggunakan “ose” di atas
permukaan gelas obyek dengan dibantu air steril bakteri diratakan lalu dikeringkan dengan
lampu spiritus, selanjutnya isolat tersebut ditetesi larutan gentiena violet selama I menit dan
dicuci dengan air mengalir. Isolat ditetesi larutan lugol dan dibiarkan selamalmenit kemudian
dicuci dengan alcohol 95% selama 1 menit dan dikeringkan. Isolat ditetesi dengan larutan
safranin dibiarkan selama 1 menit dan dicuci kembali dengan air mengalir dan dikeringkan.
3ei dari isolat diamati di bawah mikroskop dengan pembesaran 1000 x .

HASIL DAN PEMBAHASAN.

Dari hasil pengamatan diperoleh jumlah mikroba yang tumbuh pada media TSA sekitar 1 x
10% sampai 3 x 10” sedangkan pada media STP, EMB dan PSD tidak ada pertumbuhan
(Tabel.1). Dari 10 sampel yang diuji, secara visual terdapat 17 macam koloni bakieri yang
mengkontaminaci tulang (Tabel 2), selanjutnva dan hasil pengamatan mikroskop diperoleh
hakteri berbentuk batang (Bacillus) gram positip sekitar 70% dan bakteri bentuk kokus gram
positip sekitar 3G%. Kontaminasi bakteri tersebut mungkin dusebabkan oieh penanganan
setelah operasi, namun jumlah bakteri yang mengkontaminasi tersebut masih dalam batas
yang diizinkan yaitu menurut peraturan Dep-Kes untuk kebutuhan oral/dalam tubuh jumiah
angka kuman yang diizinkan adalah 10°, sedangkan kontaminasi pada tulang sekitar 10, jadi
kurang dan batas yang diizinkan, lagipula angka im adaiah angka koniaininasi sebelum
perlakuan pemrosesan. Pemroscsan tulang terdiri dari pasteurisasi pada suhu tertentu,
pemakaian bahan kimia dan radiasi dengan sinar gamma dengan dosis 25 kGy, sehingga
mengakibatkan tulang aman bila digunakan.

Salah satu persyaratan tulang sebagai bahan dasar allograft adalah tidak
terkontamrnasi oleh bakteri patogen seperti Staphilococcus, I£. Coli dan Fseudomonas.
Nampaknya dart percobaan ini persyaratan tersebut telzah dapat dipenuhi, karena dari sampel-
sampel yang diuji tidak satupun yang menunjukkan hasil yang positif.

Tabel 1. Jumlah mikroba/sampel.

T
No. TSA EMB | STP PSD
B P x 10°(£05) 0 0 0
2. Px 107 (£0,1) 0 0 0 —
3 3x 10°(£03) 0 0 0
4. 2x 107 (£05) 0 0 0
5 10T (£ 0.2) 0 0 0
6, I x 10°(£0.1) 0 0 0
7. Ix10°(£05) 0 0 0
8. | Ixi0'(x05) | 0 0 0
9 I 107 (+05) ) 0 0
10. Ix107(205) 0 0 0
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Neo Bentuk koloni Warna Bentuk sel Gram Keterangan

1. | Bulat hls sedang | Krem bersih Batang besar &+ Strepto bacil

2. Bulat sedang putih Coccus £ Staphilococcus

3 Bulat kecil krem kokobatang + cocobacil

4, Bulat senter kuning muda Kokus + Staphilococus

3, Bulat kecil krem Batang jarum F monobacil

6. Bulat bergrigi krem kokus 4 staphilococcus
i Bulat kecil krem Batang jarum i Diplobacil

8. Bulat sedang Krem bersih Batang besar % Diplobacil

9. Bulat sedang Krem bersih Batang jarum + monobacil

10 Bergrigi Xrem bersih Batang kecil r monobacil

11. Bulat halus Krem bersih Batang besar + Diplobacil /spora

12. Bulat kecil Krem kotor kokus + staphilococus

1. Bulat kecil Krem bersih Batang + Streptobcl, spora

14. | Bulat bergrigi Krem bersih Batang + Spora, strepto

15. Bulat sedang Krem bersih Batang 3 Spora, strepto

16. | Bulat grigi halus | Krem beysih Batang + Spora, strepto

17 Titik kecil Krem bersih kokus -} Staphilo

KESIMPULAN

Jumlah kontaminasi pada tulang sekitar 1 x 10% sampai 3 x 10%, dari hasil uji morfologi
sel didapatkan 70% sempel tulang mengandung bakteri berbentuk batang, berspora, gram
positif dan 30% berbentuk kekus, gram positif, tidak ditemukan bakteri gram negatif.
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DISKUST
DESMAWITA GANI

Mohon penjelasannya mengapa inkubasi media TSA pada 30°C sedangkan media STP,
PSD dan EMB pada suhu 37°C.

NANI SURYANI

Untuk media TSA suhu optimum pertumbuhan adalah 30°C. Sedangkan pada media
pathogen (STP, PSD, dan EMB) 37°C.
DEWI SEKAR PANGERTENI

Apa perlakuan/proses untuk sample sealnjutnya, bila telah diketahui jenis bakteri yang
telah mencemari tulang ?.

NANI SURYANI

Salah -satu persyaratan pemakaian allograft adalah harus bebas miktoba, cara
perghilangan mikroba ini adalah dengan pasteurisasi pada suhu tertentu, penambahan bahan

kima dan radiasi dengan dosis 25 kg. Jadi allograft paca czat digunakan sudah aman dari
mikroba.

DIAN IRAMANI

Berapa standar yang dibolehkan pada isolasi tulang, dan langkah yang dilakukan untuk
mencapai standar tersebut 7.

NANI SURYANI

Untuk allograft karena untuk implantasi menurut standar IAEA adalah harus mikroba,
maka langkah yang dilakuakn adalah mengeliminasi semaksimal mungkin dengan cara
pausterisasi, pemberian bahan kimia dan radiasi pada dosis 25 kGy.







