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ABSTRAK

VALIDASI PROSES PENCUCIAN MEMBRAN AMNION UNTUK GRAF AMNION.
Setiap tahap perlakuan pada kegiatan Bank Jaringan harus divalidasi, termasuk proses pencucian
membran amnion yang disiapkan sebagai graf amnion. Terdapat tiga tahapan validasi pada
pemrosesan membran amnion yaitu: 1). Validasi teknik mengeluarkan mikroorganisme dari
amnion menurut ISO 11737-1; 2). Validasi 9 kali pencucian menggunakan botol yang diisi air
steril kecuali pada botol ke 5 dengan sodium hipokhlorit 0,05% menurut Modul IAEA; dan 3).
Validasi residu sodium hipokhlorit setelah 9 kali pencucian. Setelah pencucian, jaringan amnion
harus bebas partikel darah, residu sodium hipokhlorit dan kontaminasi mikroba. Setiap tahapan
validasi diulang tiga kali. Hasil menunjukkan bahwa faktor koreksi untuk efisiensi recovery
adalah 3 dan faktor koreksi tersebut digunakan untuk estimasi bioburden. Empat kali pencucian
pertama menurunkan kontaminasi mikroba sebesar 3 log step. Pencucian ke lima menggunakan
sodium hipokhlorit 0.05% dan selanjutnya dengan air steril hingga botol ke sembilan. Cairan pada
botol kesembilan bebas dari residu sodium hipokhlorit, kontaminasi mikroba dan partikel darah.
Rata-rata bioburden dari amnion graf sebelum sterilisasi radisi adalah 32 mikroba dan dosis
sterilisasi digunakan adalah 25 kGy.

Kata kunci: graf amnion, validasi proses pencucian, ISO 11737-1, modul IAEA.

ABSTRACT

VALIDATION OF WASHING PROCESS OF AMNION MEMBRANE FOR AMNION
GRAFT. Each proces step in Tissue Banking should be validated including the washing process
of amnion membranes to be prepared for amnion graft. Three steps of validation have been
carried out i.e. 1. Validation of the technique for removal of microorganisms from amnion
membrane according to ISO 11737-1; 2. Validation of nine times washing using 9 bottles
containing sterile water except for bottle no. 5 containing 0.05 % sodium hypochlorite according
to IAEA Module, and 3. Validation of the residue of sodium hypochlorite after nine times of
washing. After washing, the amnion membrane should be free from blood particles, residue of
sodium hypochlorite and microbial contamination. Each step of validation process was repeated
three times. Results show that the correction factor for recovery efficiency was 3 for spore of
B.pumilus and this correction factor was used for bioburden estimation. The first four times of
washing, microbial contamination reduced by 3 log steps and after washing with 0.05% sodium
hypochlorite followed by another four times with sterile water, the water of bottle no 9 was
found to be free from microbial contamination, blood particle and residue of sodium
hypochlorite. The average bioburden of lyophilized amnion graft before radiation sterilization was
32 microbes, and sterilization dose used was 25 kGy.

Key words: Amnion graft, validation, washing process, ISO 11737-1, IAEA Modul.

PENDAHULUAN nanganan luka pada pasien. Di samping itu graft

amnion juga dipakai untuk luka sunat dan luka

Graf Amnion telah digunakan secara rutin
sebagai penutup luka seperti untuk penanganan
luka bakar, luka akibat pengambilan kulit, dan
chronic granulating wound (1-6). Disamping itu
graf amnion saat ini sangat populer digunakan
dalam bedah mata seperti reseksi konjungtiva,
simblefaron, defek kornea dan pterigium (7-9).

Di Indonesia, seperti di unit luka RS.
Djamil Padang saat ini graf amnion merupakan
salah satu bahan yang digunakan dalam pe-

operasi Caesar dengan hasil yang sangat baik
(10-11). Di Rumah Sakit Kusta Sitanala, Tange-
rang, graf amnion dipakai secara rutin untuk
pengobatan luka reaksi kusta, luka trophic dan lu-
ka bakar dengan kesembuhan dua kali lebih ce-
pat dibandingkan dengan cara konvensional (12).
Penelitian pemakaian amnion segar dan freeze-
dried amnion pada bedah mata seperti untuk
reseksi konjungtiva dan defek kornea telah pula
dilakukan di Rumah Sakit Mata Cicendo, Ban-
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dung. Hasilnya menunjukkan bahwa kedua ma-
cam graf amnion tersebut dapat digunakan untuk
transplantasi pada rekonstruksi permukaan oku-
lar dengan hasil yang sama baiknya (13). Saat ini
beberapa rumah sakit di Indonesia telah secara
rutin menggunakan amnion liofilisasi steril radia-
si untuk transplantasi pada bedah mata.

Amnion adalah selaput ketuban bagian da-
lam yang langsung berhubungan dengan liguor
amnii/ air tuban, mempunyai efek angiogenic dan
merangsang terjadinya granulasi pada luka. Am-
nion mempunyai sifat yang lentur sehingga dapat
menutup permukaan luka dengan erat, di sam-
ping itu juga bersifat anti mikroba yang berfungsi
untuk menurunkan populasi mikroba patogen pa-
da luka infeksi. Amnion juga diduga mengandung
asam hioloronat yang berfungsi untuk mencegah
terjadinya jaringan parut (14-16).

Dari manfaat amnion yang disebutkan di
atas, maka amnion perlu disiapkan agar selalu
tersedia saat diperlukan. Salah satu cara per-
siapan amnion agar dapat disimpan untuk waktu
yang lama adalah dengan pengeringan pada suhu
beku/liofilisasi. Cara liofilisasi meminimalkan
kerusakan jaringan dan komponen yang terkan-
dung dalam amnion. Secara umum persiapan
graft amnion liofilisasi menurut Modul IAEA ada-
lah skrining amnion terhadap penyakit menular,
pencucian untuk mengeliminasi darah dan len-
dir, swab test mikroba patogen, pencucian dengan
air dan natrium hipokhlorit (NaOCl) 0.05% agar
amnion bebas darah lendir dan mikroba, peren-
tangan amnion di atas kain kasa, pembekuan dan
proses liofilisasi serta sterilisasi produk akhir
dengan radiasi (17).

Pencucian merupakan proses penting da-
lam mempersiapkan graf amnion. Hal ini dise-
babkan karena pencucian dapat mengeliminir da-
rah dan lendir serta mikroba yang dapat menye-
babkan pemindahan penyakit dari donor ke re-
sipien. Oleh karena itu proses tersebut harus di-
validasi untuk menghasilkan produk yang konsis-
ten dan sesuai dengan ketetapan spesifikasi. Di
antara spesifikasi yang dibutuhkan dari produk
graf amnion adalah bebas residu NaOCI, bebas
partikel darah dan minimal jumlah mikroba.

Penelitian ini ditujukan untuk membuk-
tikan bahwa cara pencucian yang telah dilaku-
kan untuk pembuatan membran amnion sesuai
dengan standar. Disamping itu juga untuk men-
dapatkan nilai faktor koreksi untuk estimasi bio-
burden produk graf amnion juga dibuktikan.

BAHAN DAN METODA

Validasi Pencucian Amnion. Amnion di-
dapat dari plasenta bayi yang dilahirkan oleh ibu

sehat yaitu bebas dari virus penyakit menular
seperti HIV, hepatitis B dan C serta mikroba pa-
togen, dengan partus normal di Rumah Sakit
Ciptomangunkusumo, Jakarta. Amnion segera di-
pisahkan dari chorion dan dicuci dengan larutan
salin steril, selanjutnya dimasukkan ke dalam
kantong plastik steril yang mengandung larutan
salin steril. Sebelum diproses amnion harus be-
bas dari kontaminasi mikroba patogen. Hanya
amnion yang bebas dari bakteri patogen saja
yang dapat diproses lebih lanjut untuk graf
amnion.

Sembilan botol steril diisi dengan 400 ml
air steril, kecuali botol nomor lima diisi dengan
400 ml larutan NaOCI 0,05%, disiapkan di bawah
laminar air flow (LAF). Proses pencucian amnion
dimulai dari botol pertama dan seterusnya, ma-
sing-masing dikocok dengan pengocok mekanik
KARL KOLB selama 10 menit. Jumlah mikroba,
residu NaOCI dan partikel darah dianalisa pada
larutan yang terdapat pada botol 6, 7, 8 dan 9.
Dari 400 ml larutan dibagi menjadi 200 ml untuk
uji mikroba dan masing-masing 100 ml untuk uji
residu natrium hipochlorit dan partikel darah.
Residu NaOCl dan partikel darah ditentukan me-
nurut USP XIII (18).

Faktor Koreksi. Faktor Koreksi adalah
jumlah kontaminasi mikroba dibandingkan
dengan jumlah mikroba yang terektraksi dengan
satu kali pencucian. Percobaan dilakukan menu-
rut ISO 11737-1.

Jumlah mikroba awal
Faktor Koreksi =

Jumlah mikroba pencucian pertama (Wash 1)

Sampel amnion steril iradiasi berukuran
5 x 5 cm ditetesi 0,1 ml spora Bacillus pumilus E
604, sebagai standar untuk mikroba yang berben-
tuk spora dan E. coli sebagai standar untuk mi-
kroba vegetatif. Inokulasi dibiarkan di bawah
LAF selama 1, 3 dan 24 jam.

Inokulum mikroba pada amnion selanjut-
nya dikeluarkan menggunakan metode pengocok-
kan yaitu sampel dimasukkan ke dalam erlenme-
yer steril yang berisi 10 ml air steril dan dikocok
selama 10 menit. Selanjutnya larutan yang berisi
mikroba tersebut diencerkan lalu di tanam di da-
lam media padat Tryticase Soy Agar untuk B.
pumilus dan Eosin Methylene Blue Agar untuk E.
coli. Perlakuan diulangi sebanyak tiga kali. Selan-
jutnya media diinkubasi pada suhu 30° C untuk
B. pumilus dan 37° C untuk E. coli masing-masing
selama 3 hari dan setiap hari koloni mikrobanya
dihitung.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Residu NaOCl, partikel darah dan mikroba
setelah pencucian botol ke 7-9 (Tabel 1) menun-
jukkan hasil negatif (tidak terdeteksi). Hal ini me-
nunjukkan bahwa metode pencucian amnion di
dalam botol yang berisi 400 ml air steril dan di-
kocok selama 10 menit, merupakan metode yang
dapat dipertanggung jawabkan untuk mengelimi-
nasi partikel darah, mikroba dan residu NaOCI.
Natrium hipokhlorit dengan konsentrasi 0,05%
memberikan efektifitas yang baik dalam mengeli-
minasi mikroba yang terdapat dalam amnion. Hal
ini disebabkan, selain NaOCI bersifat germisida,
juga dapat melarutkan jaringan nekrotik seperti
blood clot (19). Keefektifan tersebut telah dijelas-
kan pada penelitian terdahulu yaitu amnion yang
mengandung mikroba sebesar 10 (2) sel pada
pencucian ke-4, setelah direndam dalam larutan
NaOCL 0,05% selama 10 menit (pencucian ke-5)
memberikan hasil negatif dan juga pada pencu-
cian berikutnya (20).

Tabel 1. Pencucian amnion pada botol 6 sampai 9

Botol ke-
Parameter
6 7 8 9
Mikrobiologi - - - .
Partikel darah + - - -
Residu NaOCl + - - -

Graf amnion adalah produk bahan biologi
yang dipakai sebagai implan, dengan persaratan
harus bebas dari mikroba (steril). Sterilisasi di-
lakukan dengan cara iradiasi karena di antara
metoda sterilisasi seperti pemanasan, autoklaf
dan gas etilen oksida (ETO), radiasi gama sangat
efektif untuk produk jaringan biologi. Ketentuan
untuk mensterilkan produk alat kedokteran
dengan cara iradiasi mengacu pada (ISO) 11737-1
(21). Produk sebelum diiradiasi harus diketahui
bioburdennya yaitu jumlah populasi mikroba hi-
dup (viable) yang terdapat pada produk tersebut.

Karena amnion yang diproses untuk graf
amnion didapatkan dari donor yang berbeda,
maka perlu dilakukan validasi tehnik pencucian,
serta penentukan nilai bioburden yang sebenar-
nya dengan menentukan faktor koreksi biobur-
den menggunakan mikroba B. pumilus E 604 dan
E. coli. Hasil percobaan untuk faktor koreksi
dengan mikroba B. pumilus E 604 dan E. coli da-
pat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Jumlah koloni mikroba B. pumillus E
601 dan E. coli hasil inokulasi pada
amnion sebagai faktor koreksi biburden

Bacillus pumillus E601 E. coli
Kontrol Ekstrak Kontrol Ekstrak
amnion amnion
(Wash1) (Wash 1)
2,94 x 10° 1,26 x 10° 4,20 x 10° 0,78 x 10°
3,18 x 10° 0,88 x 10° 4,22 x 10° 0.72 x 10°
2,81x 10° 0,90 x 10° 4,09x 10° 0,65 x 10°
Rataan = Rataan = Rataan = Rataan =
2,98x10° | 0,94 x10° | 4,21x10° 0,71 x 10°

Dari data tersebut didapat nilai faktor ko-

reksi B. pumillus E604 dan E. coli berturut-turut
adalah 2,98 x 10°/ 0,94 x 10° = 3,17 dibulatkan 3
dan 4,21/ 0,71 = 5,93 dibulatkan 6.
Kandungan mikroba (bioburden) rata-rata graf
amnion berukuran 5 cm x 5 cm perpaketnya dari
lima donor adalah 10,4 sel (Tabel 3). Dari hasil
tersebut didapat estimasi bioburden graf amnion
10,4 x 3 = 31,2 sel / paket atau 32 sel / paket.

Tabel 3. Kandungan mikroba (bioburden) graf
amnion liofilisasi berukuran 5 x 5 cm
dari lima donor.

Ulangan Nomor Donor 5
I nlm|[wv[v |8g

1 20 | 7 5 6 8 | B o

2 14 | 16 6 14| 9 | EE3

3 9 9 | 14 | 13| 2 | g3

4 4 5 4 4 8 2E

5 6 4 9 9 18 | 5= &

6 7 8 19 6 6 553

B o

7 5 | 20| 17| 10| 16 | 2"«

8 16 |20 | 5 | 12|17 |88S

picRml
9 5 10 | 18 9 5 | 85
10 15 7 8 8 10 | &2
Rataan | 10,1 | 10,6 | 105 ] 9,1 [ 11,7 s

Dosis sterilisasi yang digunakan untuk pro-
duk Bank Jaringan Riset Batan adalah 25 kGy.
Dengan jumlah bioburden < 100 sel untuk setiap
paketnya, dosis tersebut dapat diterima (ISO
13409) (22).

KESIMPULAN

Dari hasil validasi pencucian dan mikro-
biologi graf amnion dapat disimpulkan bahwa:
1. Metode sembilan tahap pencucian jaringan
amnion yang dikembangkan oleh Bank Jaring-
an Riset Batan dapat diterima.
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2. ISO 11737-1 dapat digunakan sebagai standar
penetapan bioburden pada proses sterilisasi
graf amnion.

3. Dosis Sterilisasi 25 kGy dapat diterima untuk
produk graf amnion.
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