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Amniyon Membran Saklama Soliisyonlarinin

Mikrobiyolojik Incelemesi

Microbiological Examination of
Amniotic Membrane Storage Media

OZET Amag: Bu galismanin amaci, 1/1 oraninda Dulbecco modifiye Eagle soliisyonu ve gliserol iceren
amniyon membran saklama soliisyonlarinin mikrobiyolojik incelemesini degerlendirmektir. Gereg ve
Yontemler: Toplam 64 adet amniyon membran saklama soliisyonunun mikrobiyolojik inceleme sonuglar:
degerlendirildi. Amniyon membran, hepatit B, hepatit C, sifiliz ve HIV 1-2 yoniinden seronegatif gebe-
lerden elektif sezaryen sirasinda steril sartlarda alinan plasentadan hazirlandi ve 1/1 oraninda Dulbecco
modifiye Eagle soliisyonu ve gliserol igeren siselere konuldu. Altmis dort adet sisenin hepsinden kapak-
lar1 kapatilmadan 6nce steril insiilin enjektoriiyle 0,2 mL soliisyon alinarak kiiltiir i¢in mikrobiyoloji la-
boratuvarina gonderildi. Membranlar kullanilincaya kadar siseler -80°C’de saklandi. Kullanimdan énce
amniyon membranlarin saklandig siselerden steril insiilin enjektoriiyle yaklasik 0,2 mL soliisyon alina-
rak tekrar mikrobiyoloji laboratuvarina gonderildi. Orneklerin cikolata besiyeri ve “Eosin Methylene-
blue” agara ekimleri yapildi. Ekimi yapilan plaklar 37°C'de iki giin boyunca etiivde inkiibe edildi.
Kiiltiirlerin iiremeleri giinliik olarak kontrol edildi. Bulgular: Amniyon membranin hazirlanmasi sirasinda
alinan 64 adet 6rnegin birinde metisiline duyarl koagiilaz negatif stafilokok iiredi. Ureyen sus ampisiline
direngli, vankomisin, sefoksitin, siprofloksasin, linezolid, sefazolin, gentamisin ve klindamisine duyarl
idi Bu 6rnegin alindi: sise imha edildi. Geriye kalan 63 adet saklama soliisyonunun 40'indan ameliyat es-
nasinda yeniden numune alindy; birinde metisiline duyarh koagiilaz negatif stafilokok iiredi. Ureyen sus
ampisilin, vankomisin, sefoksitin, siprofloksasin, linezolid, sefazolin, gentamisin ve klindamisine duyarl
idi. Bu amniyon membranin transplante edildigi ve profilaktik %0,3 ofloksasin damla verilen hastada ame-
liyat sonras: enfeksiyon gelismedi. Sonu¢: Amniyon membranlarin hazirlanmasi sirasinda ve transplan-
tasyon oncesinde kiltiir yapilmasi, kiiltiirlerde ireme olmas: halinde, nakilden 6nce dokularin imhasina,
nakilden sonra da uygun antibiyotik profilaksisine olanak vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Amniyon; transplantasyon; doku nakli-transplantasyonu; goz enfeksiyonlar:

ABSTRACT Objective: The aim of this study was to investigate the microbiological examinations of am-
niotic membrane storage media, which is composed of 1/1 Dulbecco modified Eagle solution and glycerol.
Material and Methods: The microbiological examination of 64 amniotic membrane storage media solutions
was evaluated. Amniotic membrane was prepared from placentas which were obtained from hepatitis B,
hepatitis C, syphilis and HIV 1-2 seronegative pregnant women during elective cesarean section and stored
in 1/1 Dulbecco modified Eagle solution and glycerol. Samples of 0.2 mL solution were obtained, using a
sterile insulin syringe, from all of the 64 vials before closing their covers and sent to the microbiology
laboratory. The vials were stored at -80°C. Before use, 0.2 mL sample was taken using an insulin syringe
and send again to microbiology laboratory. The samples were inoculated onto chocolate agar and “Eosin
Methylene-blue” agar, and incubated at 37°C for two days. The plates were checked daily for growth. Re-
sults: Meticilline sensitive coagulase negative staphylococcus grew in one of 64 samples obtained during
the preparation of amniotic membranes. The strain was ampicillin resistant, vancomycin, cefoxitin,
ciprofloxacin, linezolid, cefazolin, gentamicin and clindamycin sensitive. The vial, from which this sam-
ple was taken, was destroyed. Preoperatively, new samples were obtained from 40 of the remaining 63 vials
and in one sample methicillin sensitive coagulase negative staphylococcus grew. The growing strain was
ampicillin, vancomycin, cefoxitin, ciprofloxacin, linezolid, cefazolin, gentamicin and clindamycin sensi-
tive. Postoperative infection did not occur in the patient who received this membrane and used prophy-
lactic 0.3% ofloxacin drops. Conclusion: Microbiologic examination of amniotic membrane storage media
during preparation and before transplantation gives opportunity to destroy the tissues before transplan-
tation and to give prophylactic or therapeutic antibiotic treatment when cultures are positive.
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mniyon membran antifibrotik, antianjiyo-
Agenetik, antiinflamatuar, antiproteolitik

antimikrobiyal etkisi, epitelizasyonu hiz-
landirmasi ve biyolojik bandaj gérevi gormesi ne-
deni ile cesitli okiiler yiizey hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir."”” Amniyon membra-
nin dondurularak veya liyofilize olarak saklanmasi
miimkiindiir.®* Baz1 klinikler liyofilize amniyon
membranlar ticari kuruluglardan satin almay ter-
cih ederken, bazilar1 da kendi kurumlarindan
temin ettikleri plasentalardan elde edilen amniyon
membranlar1 yikama ve antisepsi iglemlerinden ge-
¢irdikten sonra -80°C’de dondurarak saklamayi ter-
cih etmektedir. fkinci yoéntemin uygulanmasi
esnasinda tiim 6nlemlerin alinmasina ragmen am-
niyon membranlarin kontamine olma ihtimali s6z
konusudur.>¢

Adds ve ark. sezaryen sirasinda alinan amni-
yon membranlarin timiiniin kontamine oldugunu
bildirmislerdir.> Aghayan ve ark. ise iglenmeden
once her bir vericiye ait amniyon membran i¢in
%61 olan kiltiir pozitifligin, yikama ve antibiyo-
tikli soliisyonlarla islendikten sonra %84 oraninda
azaldigini gostermiglerdir, ancak islem sonrasi kiil-
tir pozitifli§in oranini bildirmemislerdir.® Amni-
yon membranlar kiiciik parcalara kesilip, ayr1 ayr1
siselere konulup siselerin kapaklar: kapatilmadan
once ve transplantasyondan hemen once saklama
soliisyonlarindan alinan 6rneklerin mikrobiyolojik
incelemesiyle ilgili literatiirde yayina rastlanmada.
Bu nedenle bu ¢aligmayla, 1/1 oraninda Dulbecco
modifiye Eagle soliisyonu ve gliserol iceren sise-
lerde dondurularak saklanan amniyon membran-
larin siselere konduktan hemen sonra ve
ameliyattan hemen 6nce saklama soliisyonundan
alinan numunelerin mikrobiyolojik incelemesini
degerlendirmeyi amagladik.

I GEREG VE YONTEMLER

Calisma, etik kurul onay1 alindiktan sonra Helsinki
Deklarasyonu prensiplerine uygun olarak yapildi.
Subat 2013-Temmuz 2013 tarihleri arasinda mik-
robiyolojik olarak incelenen toplam 64 adet amni-
yon membran saklama soliisyonunun sonucu
geriye dontik olarak tarandi. Amniyon membran
daha 6nceden tanimlanmis olan yonteme gore ha-

zirland1.378 Plasenta hepatit B, hepatit C, sifiliz ve
HIV 1-2 yoniinden seronegatif gebelerden elektif
sezaryen sirasinda steril sartlarda alindi. Amniyon
membran kiint diseksiyonla koryondan ayrildi ve
steril serum fizyolojik ile yikanarak kan pihtilarin-
dan temizlendi. Ardindan koryondan ayrilmig am-
niyon membran 50 mg/mL penisilin, 50 mg/mL
streptomisin, 100 mg/mL tobramisin ve 2,5 mg/mL
amfoterisin B iceren 500 mL steril serum fizyolojik
icinde +4°C’de buzdolabinda 24 saat bekletildikten
sonra steril seliiloz kagitlara epitel tarafi yukar ge-
lecek sekilde gergin olarak yapistirildi. Kagitlar 3x3
cm boyutlarinda kesildi ve 1/1 oraninda Dulbecco
modifiye Eagle soliisyonu ve gliserol iceren siselere
yerlestirildi. Altmis dort adet sisenin kapaklar: ka-
patilmadan 6nce yaklasik 0,2 mL soliisyon insiilin
enjektoriine alinarak, beklemeden mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderildi. Amniyon membran ige-
ren siseler kullanilincaya kadar -80°C’de sakland.
Kullanimdan hemen 6nce amniyon membran sige-
leri oda 1s1s1nda bekletilerek ¢oziillmeye birakildi.
Kullanilacag: sirada amniyon membran saklanan si-
senin kapag1 agildiktan sonra steril insiilin enjek-
toriiyle yaklagik 0,2 mL soliisyon alinarak bekle-
meden mikrobiyoloji laboratuvarina génderildi.
Orneklerin cikolata besiyeri ve “Eosin Methylene-
blue” agara ekimleri yapilarak 72 saat 37°C’de iki
giin inkiibe edildi. Kiiltiirlerin iiremeleri giinliik
kontrol edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Amniyon membranlarin hazirlanmasi agamasinda
iireme olan numune imha edildigi i¢in ameliyat s1-
rasinda bu siseden tekrar numune almak miimkiin
olmadigindan, iki farkli donemde elde edilen kiil-
tiir sonuglarini istatistiksel onemlilik testleriyle
kargilagtirmak miimkiin olmadi. Membranlarin
nakledildigi olgularin hi¢birinde enfeksiyon gelis-
memis olmas istatistiksel 6nemlilik testi yapmay1
olanaksiz hae getirdi. Bu nedenle sadece tanimla-
yict istatistikler sunuldu.

I BULGULAR

Amniyon membranlarinin hazirlanmas: agama-
sinda alinan 64 (%1,56) adet 6rnekten birinde me-
tisiline duyarh koagiilaz negatif stafilokok tiredi.
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Ureyen sus ampisiline direngli, vankomisin, sefok-
sitin, siprofloksasin, linezolid, sefazolin, gentami-
sin ve klindamisine duyarli idi. Bu 6rnegin alindig:
amniyon membran imha edildi.

Geriye kalan 63 adet saklama soliisyonunun
40’1indan ameliyat esnasinda tekrar numune alinds,
1 (%2,5)’inde metisiline duyarl koagiilaz negatif
stafilokok iredi. Ureyen sus ampisilin, vankomisin,
sefoksitin, siprofloksasin, linezolid, sefazolin, gen-
tamisin ve klindamisine duyarl idi. Bu amniyon
membranin transplante edildigi ve profilaktik %0,3
ofloksasin damla verilen hastada ameliyat sonras1
enfeksiyon gelismedi. Kiltiir negatif amniyon
membran transplantasyonu yapilan 39 olguda da
ameliyat sonras1 enfeksiyon gelismedi.

I TARTISMA

Amniyon membran transplantasyonu (AMT), ¢e-
sitli okiiler yiizey hastaliklarinin tedavisinde yay-
gin olarak kullanilmaktadir.? Amniyon membran
dondurularak veya liyofilize edilerek saklanabil-
mektedir.>® Ekonomik olmasi, satin alma islemle-
rine gerek kalmamasi ve stoklarin daha kolay
ayarlanabilmesi gibi avantajlara sahip olmasi ne-
deni ile iilkemizdeki bir¢ok klinikte oldugu gibi
klinigimizde de kendi hazirladigimiz dondurulmus
amniyon membranlar1 kullanmaktayiz. Vajinal
yolla yapilan dogumlardan elde edilen amniyon
membranlarin daha cgesitli ve potansiyel olarak
daha patojen mikroorganizmalar tarafindan konta-
mine olmasi nedeni ile sadece sezaryenle yapilan
dogumlar sirasinda elde edilen plasentalar kulla-
nilmaktadir.®> Transplantasyon amaciyla alinan
amniyon membranlardan en sik iiretilen mikro-
organizmalar koagiilaz negatif stafilokoklardir.>
Benzer sekilde bizim numunelerimizde de stafilo-
kok tiretilmisgtir.

Azami dikkat gosterilmesine ragmen, amniyon
membranlarin hazirlanmasi sirasinda kontaminas-
yon s6z konusu olabilir.>® Inokiilumun miktar: ve
inokiile olan mikroorganizmanin viriilansi, alicinin
savunma sistemini ve kullanilan antibiyotigin gii-

clinii astiginda sekonder enfeksiyonlar gelisebil-
mektedir. Klinik uygulamalari sirasinda, AMT’ye
bagli sekonder enfeksiyonlar nadiren ortaya ¢ik-
maktadir. Bunda, plasentanin sezaryen sirasinda
steril sartlarda temin edilmesi, steril ortamda y1-
kanmasi ve hazirlanmasi, antibiyotikli soliisyon-
larda bekletilmesi, AMT sonrast profilaktik
antibiyotik verilmesi, alicinin savunma sisteminin
yani1 sira amniyon membranin sahip oldugu anti-
mikrobiyal etkinin de roli vardir.®’ Amniyon
membran biyolojik bandaj gorevi gormesinin,
proteolitik enzimleri inhibe etmesinin ve epiteli-
zasyonu hizlandirmasinin yani sira antimikrobiyal
etkisinin bulunmas1 mikrobiyal keratitlerin teda-
visinde faydali olmasinin nedenleridir.

Ameliyat sirasinda yapilan kiiltiirlerin sonug-
lar1 AMT yapildiktan sonra sonuglanacag: igin,
olas1 postoperatif enfeksiyon durumunda iireyen
mikroorganizmanin duyarlilik profili hastaya veri-
lecek antibiyotik tedavisi i¢in yol gésterici olmak-
tadir. Hazirlama asamasinda yapilan kiltiirlerde
ireme olmas: halinde, iiremenin oldugu sisenin
imha edilmesi olas1 postoperatif enfeksiyonlarin
onlenmesinde etkili olacaktir. Ancak, amniyon
membranlarin hazirlanmas: sirasinda veya kulla-
nimlarindan hemen 6nce mikrobiyolojik inceleme
yapilmast ile ilgili bir s6z birligi bulunmamakta-
dir. Ote yandan, kiiltiir pozitif olan kornealarin
naklinden sonra klinik olarak enfeksiyon go-
riilme sikliginin diisitk (%0-1,3) oldugunu goste-
ren ¢alismalar mevcutken, kiiltiir pozitif amniyon
membranlarin naklinden sonraki enfeksiyon insi-
dansiyla ilgili literatiirde bir ¢aligmaya rastlan-
madi.'"? Benzer sekilde, bizim kiltiir pozitif AMT
yapilan olgumuzda da postoperatif donemde en-
feksiyon gelismedi.

Sonug olarak, amniyon membranlarin hazir-
lanmasi sirasinda ve transplantasyon dncesinde,
mikrobiyolojik olarak incelenmesi zorunlu olma-
masina ragmen, kiiltiirlerde iireme olmasi duru-
munda nakilden Once dokularin imhasina;
nakilden sonra da uygun antibiyotik profilaksisine

olanak vermektedir.
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