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RESUMO

Objetivos: Verificar apossibilidade de contaminaggo doliquido amniético
e da membrana amniética no tempo zero e em diferentes tempos apos o
parto. M éodo: Noveamostrasdeliquidoamniéticoforamcol hidasatravés
de puncao uterina. Nove membranas amni 6ticas foram obtidas de placen-
tas ap0s ceséresas el etivas em gestantes com sorologias negativas (hepa-
titeB, C, sifilis, HIV). Obtiveram-seamostrasdemembranasamni ticasem
trésdiferentesmomentos aposo parto (zero, trintae sessentaminutos). As
amostrasdemembranaforaminocul adasem mei osparacultivo bacteriano
e fungico. Resultados: Verificou-se cultivo positivo para bactérias em
quatro amostras do | iquido amni 6tico e em todas membranas amni6ticas.
Staphyl ococcus coagulase negativo cresceu nas nove membranas estu-
dadas. No tempo zero houve crescimento de Staphylococcus coagulase
negativo em todas as membranas, de Staphyl ococcus aureus em duas, de
Enterobacter, Neisseria sp. e Streptococcus viridans em uma cada. No
tempo trinta, 0 Saphylococcus coagul ase negativo também cresceu em
todas as membranas e 0 Streptococus viridans em uma. No tempo sessen-
ta, 0 Staphylococcus coagulase negativo cresceu em oito das nove mem-
branas, 0 Staphylococcus aureus em duas e 0 Sreptococus viridans em
uma. Staphylococcus coagul ase negativo foi encontrado em trésamostras
deliquido e membranas amnidticas correspondentes. Conclusdo: Conta
minagdo bacteriana foi evidenciada em todas as membranas amnidticas.
Cuidados assépticos devem ser realizados durante todo o manuseio da
membrana antes de sua utilizagdo. Estudos quantitativos com maior
nimero de amostras sd0 Necessarios para comparagao mais acurada da
variacdo da contaminacdo da membrana amni 6tica em diferentes tempos
apos a sua retirada.

Descritores: Contaminagéo; Bactérias; Liquido amniético; Cornea; Staphylococcus

INTRODUCAO

A membranaamniética(MA) éaparte maisinternadaplacenta, composta
por umamembranabasal espessaformadade colégenotipo |V, V elamining;
uma matriz estromal avascular e uma camada epitelial®?. E utilizada em
oftalmologia pela capacidade de facilitar a adesdo e migragcdo das células
epiteliais basais, prevenir apoptose e restaurar o fenétipo epitelial . Além
disso, reduz o processo inflamatério, angiogénico e cicatricial e possui docu-
mentada acdo antimicrobiana®? 49,

Suautilizacdo em oftalmologiafoi descritapelaprimeiravez em 1940, por
De Rotth, em cirurgias de reparacéo de simbléfaro e defeitos conjuntivais,
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com sucesso parcial®. Em 1946 foi relato bons resultados no
uso em queimadura quimicaocular aguda®. Seu uso foi quase
esguecido até 1995 quando Kim e Tseng comegaram apublicar
suas experiéncias clinicas e laboratoriais®. Recentemente,
tem sido utilizada na reconstrucéo da superficie ocular nos
casos de doencas cicatriciais da cornea e conjuntiva, tais
como queimaduraquimica, penfigéidecicatricial, eritemamul-
tiforme na promocéo de cicatrizacdo nos defeitos epiteliais
persistentes, como enxerto apés remocao cirlrgicade pterigio
e tumores, no tratamento de bol has filtrantes com vazamento,
nareducao da opacidade corneal apds ceratectomia terapéuti-
ca, como procedimento inicial antes de transplante de limbo
nos casos de deficiéncia de células germinativas limbicas, e
nas reconstrugdes palpebrais*&4,

A membrana amnidtica € separada da placenta obtida de
parto cesarea eletivo, sem histéria de bolsa rota, de pacientes
com sorologias negativas para hepatite B e C, sifilise HIV. A
membrana pode ser usada preservada (MA-P) ou ndo preserva-
da (MA-NP)®), A preservagao da membrana segue, namaioria
das publicacdes, o protocolo proposto por Tseng et a, no qual
a membrana é preparada com antibidticos e antifungicos e é
mantidaem meio contendo antibidticoseglicerol, a- 80° C. Pode
ser utilizada até 4 meses apés a congelacdo®*¥. O método de
preservacado, entretanto, tem um custo elevado e ndo é disponi-
vel em todos os paises.

A MA utilizada sem preservacdo, em condicOes estéreis, é
separada do corion, lavada, irrigada e mantida com solucdo
salinaem meio estéril. Apds este procedimento, € mantida sob
refrigeracdo sem congelar e utilizada em até 24 h*9,

Tem sido relatada a contaminacéo de membranas amni 6ti-
cas apds parto cesareae contaminacdo do liquido amnidtico
tem sido descrita de 13 a 23% de pacientes com membranas
intactas®®1", H4 relatos de casos na literatura de infeccéo
ocular apds o uso de membrana ndo preservada, porém sem
confirmacédo de contaminacdo damembrana*®. Portanto, exis-
te a necessidade de investigar-se a contaminacdo do liquido
amni 6tico e das membranas ndo preservadas, paramaior segu-
ranca na sua utilizacado.

METODOS

As membranas amniéticas foram obtidas de placentas de
pacientes do Departamento de Obstetricia e Ginecologia da
UNIFESP e do Hospital Amparo Maternal, submetidas acesa-
rea eletiva com bolsa integra e exames sorol 6gi cos negativos.
A placenta somente era retirada apds consentimento assinado
pelas gestantes. A metodol ogia obedeceu a seguinte rotina:

Antes da abertura utering, foram colhidos dez mililitros de
liquido amnidtico (LA) de cada gestante, através de puncgéo
com agulha 30x12 mm. O LA eramantido em seringa estéril e
inoculado em meio de Brain Heart Infusion (BHI) etioglicolato.

Nove placentas foram captadas e as membranas processa-
das da seguinte forma: as amostras da membrana eram retira-
das da placenta em dois locais distintos nos tempos zero
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(momento de retirada da placenta), trinta e sessenta minutos
apos o parto. Depois de retirada, a placenta era lavada com
soro fisiolégico a 0,9% estéril para retirada do excesso de
sangue e mantida namesa cirdargicaem cuba estéril, até a con-
clusdo da retirada das amostras.

Dois fragmentos (um de cada lado do corddo umbilical)
eram colocadosem 2 ml de BHI edoiseram inoculadosem 4 ml
detioglicolato, em diferentes tempos apds aretirada dos frag-
mentos. Todo procedimento foi realizado com material estéril.

Apbs acolocacdo em meio de cultivo liquido, as amostras
eram incubadas em estufa a 37°C por até 7 dias. Quando ob-
servado crescimento de microrganismos, as solucfes eram
replicadas em placas de &gar sangue, chocolate e Sabouraud
para cultivo dos microrganismos. Caso ndo houvesse cresci-
mento as solucdes eram desprezadas apoés sete dias. A identi-
ficac8o das col dnias de microrganismos erarealizada utilizan-
do os métodos habituais de laboratorio.

O protocolo foi submetido e aprovado pelo comité de ética
e pesquisada UNIFESP.

RESULTADOS

Das nove amostras colhidas de liquido amniético (LA),
apenas sete estavam apropriadas para estudo microbiol égico,
pois duas amostras misturaram-se com sangue. Trés das
amostras do LA apresentaram cultivo positivo com isolamen-
to de Staphylococcus coagul ase negativo e outra amostra foi
positiva para Candida sp (Tabelal).

Todas as nove amostras de MA colhidas apresentaram
crescimento bacteriano em algum dos tempos estudados (Ta-
bela1). A bactériamais prevalente foi 0 Staphylococcus coa-
gulase negativo (100%), seguido pelo Stapylococcus aureus
(33%), Streptococcus viridans (22%), Enterobacter sp. e
Neisseriasp (10%) (Tabelal).

A contaminag@o microbiana nos diferentes tempos estu-
dados apresentou os seguintes resultados (Grafico 1):

« No tempo zero, houve crescimento de Staphylococcus
coagulase negativo em todas as nove membranas coleta-
das, de Staphylococcus aureus em duas, Streptococcus
viridans, Neisseria sp. e Enterobacter sp., cada um em
umamembranadiferente.

e Aos trinta minutos, houve crescimento de Staphylococ-
cus coagulase negativo nas nove membranas e Srepto-
coccus viridans em uma.

e Aos sessenta minutos, houve crescimento de Staphylo-
coccus coagulase negativo em oito das nove membranas,
Staphylococcus aureus em duas e Streptococcus viridans
emuma.

O tempo trinta minutos diferenciou-se do tempo zero pela
auséncia de crescimento do Enterobacter sp na membrana 5,
da Neisseria sp na 7, e do Staphylococcus aureus nas 2 e 4.

O tempo sessenta minutos diferenciou-se do tempo trinta
minutos por apresentar crescimento de Staphylococcus au-
reus nas membranas 4 e 8 e auséncia de crescimento de Sta-
phylococcus coagul ase negativo ha membrana 2.
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Tabela 1. Colonizac&o do liquido amnidtico e membranas amni6ticas nos tempos zero, trinta e sessenta minutos apds o parto
Pacientes Tempo zero Tempo 30 Tempo 60

1 MA CNS CNS CNS
LA CNS - -

2 MA CNS; St. Viridans; S. aureus CNS; St. viridans St. viridans
LA Nao disponivel - -

3 MA CNS CNS CNS
LA Negativo - -

4 MA CNS; S. aureus CNS CNS; S. aureus
LA Candida sp - -

5 MA CNS; Enterobacter sp CNS CNS
LA Negativo - -

6 MA CNS CNS CNS
LA Negativo - -

7 MA CNS; Neisseria sp CNS CNS
LA N&o disponivel - -

8 MA CNS CNS CNS; S. aureus
LA CNS - -

9 MA CNS CNS CNS
LA CNS - -

MA: membrana amniética ; LA: liquido amniético; CNS: Staphylococcus coagulase negativo; St. viridans: Streptococcus viridans, S. aureus: Staphylococcus aureus
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Gréfico 1 - Colonizagcdo das membranas amnidticas nos diferentes
tempos zero, trinta e sessenta minutos apdés o parto

O tempo sessenta minutos diferenciou-se do tempo zero
por apresentar crescimento de Staphylococcus aureus na
membrana 8 e auséncia de crescimento de Staphylococcus
coagulase negativo e Staphylococcus aureus na membrana 2,
assim como auséncia de crescimento de Neisseria sp e de
Enterobacter sp nhas membrana 7 e 5 respectivamente.

DISCUSSAO

No presente estudo demonstrou-se que, mesmo envolven-
do todos os cuidados assépticos, a freqliéncia de contamina-
¢do da membrana amnidtica € elevada. Esta contaminacdo nao
variou de forma significativa nos diferentes tempos estudados.

Diversosrecursosforam utilizados paraaumentar acapaci-
dade de deteccéo de microrganismos nos liquidos e membra-
nas amni6ticas estudadas. Foram retirados fragmentos de la-
dos opostos da membrana em cada tempo. Ap6s o procedi-
mento, diferentes meios de cultivo (BHI etioglicolato) foram
utilizados para possibilitar a detecgdo de microorganismos
aerdbios e anaerobios.

A contaminagdo do LA neste estudo foi superior &encon-
tradapor Nisulaet al. querelatam umacolonizacdo de 13% das
amostras de pacientes submetidas a cesarea el etiva com bolsa
integrae sem estar em trabal ho de parto e de 23% em pacientes
em trabalho de parto com bolsa integra®”. Outros autores
observaram contaminagdo de 23,8% do LA estudado em pa-
cientes com parto prematuro e bolsa integra®®.

A contaminac&o encontrada nas amostras colhidas de MA
estdo em concordancia com o estudo publicado, no qual hou-
ve contaminag&o bacterianaem todas as 21 amostras de mem-
branas estudadas provenientes de parto normal ou cesarea.
Houve maior variedade de patdégenos quando a amostra era
proveniente de parto normal 9.

Algumas teorias tentam explicar acontaminacéo daMA e
do LA em partos com membranas intactas. Alguns autores
acreditam que hainfeccdo ascendente via cérvix ou transpla-
centariadurante abacteremiamaterna, o que explicariatanto a
contaminagdo da MA como do LA®9, outros sugerem que a
contaminacdo ocorre durante a retirada da placenta, por con-
tato com aferida cirdrgica ou pela manipulagdo impropria®?.
As bactérias presentes na MA em seu estudo, pertencem &
flora da pele, portanto poderiam ser encontradas na ferida
cirdrgica. Os microrganismos mais prevalentes no presente
estudo foram da microbiota normal da pele como o Staphylo-
coccus coagulase negativo, o que poderia ser explicado pela
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teoria da contaminacé&o pelo contato com aferidacirirgica.

Por outro lado, o presente estudo demonstrou contamina-
¢cao pelo CNSno LA e MA em 3 das 7 amostras possiveis de
comparag&o, o que pode colaborar com ateoria da contamina-
¢cdo da MA e LA viaascendente.

Um estudo no qual sejacoletado material dacervix vaginal
e da pele do local a ser realizada a incisdo, no parto cesarea,
pode elucidar de forma mais acurada a contaminagdo encon-
tradanaMA eno LA.

Devido a alta prevaléncia da contaminacdo das MA-NP,
confirmado nesse estudo, sugerimos a irrigacdo da MA-NP
com solucdo antibidtica, como descrito na literatura para o
processo de preservagdo da MA@, Portanto, tais cuidados
devem ser observados antes da colocacdo da membrana em
recipiente estéril com solucéo salina, que deve ficar na gela-
deirapor um prazo maximo de 24 horas.
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ABSTRACT

Purpose: To verify and compare the possible microbiological
contamination of amniotic fluid, and amniotic membranes at
time zero and at different times after delivery. M ethods: Nine
amniotic fluid samples were collected by intrauterine aspira-
tion and nine amniotic membranes were collected after cesa-
rean deliveriesof patientswith negative serology (HIV, syphi-
lis, hepatitis B and C). Samples were collected at different
times after delivery (zero, thirty, sixty minutes). The samples
were inoculated in culture media for bacteria and fungi.
Results: Bacteria were retrieved from four amniotic fluid
samples, aswell asfrom all nine amniotic membranes. Coagu-
lase-negative Staphylococcus was the most prevalent bacte-
ria. At time zero, coagulase-negative Staphylococcus was re-
vealed in al nine amniotic membranes, Staphylococcus au-
reus in two, Neisseria sp., Enterobacter and Streptococcus
viridans in one. Thirty minutes after delivery, coagulase ne-
gative Staphylococcus grew in al nine amniotic membranes
and Streptococcus viridans in one. Sixty minutes after delive-
ry, coagulase-negative Staphylococcus was shown in eight,
Staphylococcus aureus in two and Streptococcus viridans in
one sample. Coagulase-negative Staphylococcus was found
in three amniotic fluids and corresponding membranes. Con-
clusion: Amniotic membrane contamination was aproblemin
all samples, and the processing protocol used at the Federal

Arq Bras Oftalmol. 2004;67(5):709-12

University of Sdo Paulo was efficient to decontaminate the
AM. Care must be taken before the use of AM. Further studies
are necessary to establish the accurate variation of AM conta-
mination at different times after delivery.

K eywor ds. Contamination; Bacteria; Amniotic fluid; Cornea;
Staphylococcus
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