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RESUMEN

La intencion del ser humano por reparar partes del cuerpo dafiadas o
defectuosas por otras sanas, se conoce desde hace muchos afios. La evolucion de
la tecnologia médica hizo que esto fuera posible; sin embargo, muchas veces los
investigadores e industrias se encuentran imposibilitados debido a diferentes
factores como son la falta de disponibilidad, falta de procedimientos,
conocimientos sobre su manipulacion, conservaciéon que hace que el material no
se encuentre disponible en las condiciones adecuadas. Si bien existen en el
mercado innumerables materiales y combinaciones de ellos para la utilizacion
como implantes, ya se sabe que el implante osteocondral es quien resulta como
una alternativa que otorga mejores resultados.

La posibilidad de la utilizacién de materiales de origen bovino para
suplantar la falta de disponibilidad del tejido osteocondral humano, resulta una
alternativa altamente confiable cuando se le aplican los tratamientos
correspondientes. La utilizacion de estos tejidos denominados Xenoinjerto
(tejido transferido entre dos individuos de diferentes especies), sobre el
Autoinjerto (trasplante de tejido llevado de una zona anatomica a otra de esa
misma persona) y el Aloinjerto (tejido transferido entre individuos de la misma
especie) ha demostrado tener beneficios considerables.

De todos los materiales posibles, se consider6 que por su amplia
disponibilidad y facil acceso, el tejido osteocondral bovino podria resultar en una
interesante posibilidad para obtener un tejido de la calidad adecuada para su
utilizacion como implante; en este sentido, este trabajo podria resultar como una
alternativa potencial de transferencia para el procesamiento del tejido humano.

En el presente trabajo, se determino la eficacia de diferentes desinfectantes
(alcohol etilico 70 y 96°, peroxido de hidrogeno 10% y acetona) variando el
tiempo de contacto con el tejido biolodgico (10 y 20 min) y asi poder seleccionar el
procedimiento o alternativa que otorga mejores resultados en cuanto a la
eliminacion de restos de tejido indeseado como asi también la eliminacion de

microorganismos.



Como resultado del presente trabajo, se obtuvo que el alcohol etilico de 96°
durante 20 min, es el tratamiento que otorga los mejores resultados logrando una
reduccion del 95,2 % de los microorganismos totales presentes en la muestra de
tejido osteocondral, cuando éste se someti6 al procedimiento de lavado frente a
microorganismos de referencia.

Luego se comprobo la eficiencia del procedimiento propuesto sometiendo
al tejido osteocondral al tratamiento, logrando valores de recuento microbiano
aceptables posteriores al tratamiento, ya que luego de la siembra y posterior
incubacién, no se observo crecimiento microbiano. Por lo tanto, el uso del alcohol
etilico al 96° durante 20 min se propone como una de las posibles alternativas
para la limpieza y desinfeccion del tejido osteocondral bovino, que podria ser

utilizado también en el procesamiento de tejido osteocondral humano.



INDICE

1. INTRODUCCION
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
2.2 Objetivo especifico
3. MATERIAL DE ESTUDIO
3.1 Tejido osteocondral
3.2 El Hueso
3.3 El Tendon
3.4 El Cartilago
3.5 Desinfectantes
3.5.1 Niveles de desinfeccion
3.5.2 Mecanismo y sitio de accién de lo desinfectantes
3.5.3 Condiciones de un desinfectante ideal
3.5.4 Factores que afectan la actividad de los desinfectantes
4. METODOLOGIA
4.1 Medios de cultivos
4.1.1 Preparacién y observacion en medios de cultivos liquidos
4.1.2 Preparacion y observacion en medios de cultivos s6lidos
4.2 Observacion microscopica de los microorganismos
4.3 Coloraciones
4.3.1 Utilidad de la coloracion diferencial
4.3.2 Descripcion de la tincion de Gram
4.3.3 Procedimientos de la tincion de Gram
5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1 Materiales, tejido osteocondral
5.2 Determinacion de la carga microbiana en el tejido
osteocondral bovino
5.2.1 Observacion miscroscépica de microorganismos presentes
en el tejido osteocondral
5.3 Evaluacion de la actividad de desinfectantes

5.3.1 Neutralizante utilizado

22
23
24
24
25
26
26
27
29
29

29

31

31
33



5.4 Descripcion y desarrollo del test “in — use”
5.5 Analisis estadistico
6. RESULTADOS
6.1 Estudio microbioléogico
6.1.1 Resultado de la tincion de microorganismos
6.1.2 Evaluacion de la actividad de tratamientos de desinfeccion
propuestos
6.2 Seleccion del desinfectante
6.3 Modificaciones macroscopicas en la estructura y
propiedades biomecanicas del tejido osteocondral
6.4 Posibles condiciones de almacenamiento y periodo de
conservacion del producto luego del proceso de lavado y
desinfeccion.
7. DISCUSION Y CONCLUSION
8. PROYECCIONES PARA EL TRATAMIENTO DE TEJIDO
OSTEOCONDRAL HUMANO
9. BIBLIOGRAFIA

34
35
36
36
36

38
45

48

49

50

53
55



ABREVIATURAS

ANMAT Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y

Tecnologia Médica

ASTM American Society for Testing and Materials

ATCC American Type Culture Collection

ATS Agar Tripteina Soya

BPM Buenas Practicas de Manufactura

C.H;0H Etanol

CsHesO Acetona

CIM Concentracion inhibitoria minima

CoT Cirugia Ortopédica y Traumatologia

CTS Caldo Tripteina Soya

DE Desviacion estandar

EMB Agar eosina azul de metileno

h Hora

H20. Peroxido de Hidrogeno

I Yodo

INCUCAI Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacién
e Implante

KI Yoduro de Potasio

S. aureus Staphylococcus aureus

SENASA Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria

10



UFC

°C

Temperatura
Unidades Formadoras de Colonias

Grados centigrados

11



1. INTRODUCCION

El ser humano, siempre ha estado interesado en reemplazar partes del
cuerpo. La posibilidad de sustituir un 6rgano enfermo por otro sano es uno de los
eventos mas sobresalientes del siglo XX en el campo de la medicina. Este logro es
resultado de una larga serie de investigaciones desde diferentes horizontes.!

Los esfuerzos del hombre por conservar la anatomia, se remonta desde su
origen en la tierra. Las razones en un principio estaban influenciadas
principalmente por las creencias mistico-religiosas, pues los antiguos creian en la
vida después de la muerte. Gracias a su inquietud por preservar los cadaveres, es
que hoy podemos admirar sus grandiosas momias egipcias, mayas, peruanas,
entre otras. Existe en las mitologias de las mas importante civilizaciones antiguas:
greco-romana, china, hindd, azteca, maya, egipcia ejemplos de seres humanoides
con partes de animales o de su propio cuerpo multiplicado. Es una expresion
evidente de la imaginacion y suefio del hombre de poder injertar partes de
animales o de su mismo cuerpo, en otro ser humano, con un fin curativo o
simplemente buscando mejores condiciones fisicas.2

El esfuerzo en el desarrollo cientifico ha llevado a crear lo que hoy
conocemos como cirugia experimental.3

La historia del trasplante, se menciona que existia mucho antes de los
confines terapéuticos, tiene sus inicios en el siglo III cuya imagen quedd
plasmada en el 6leo “Milagro de San Cosme y San Damiin”. Estos hermanos
médicos nacidos en Cilicia, le injertaron al Fray Justiniano, al parecer afectado
por un tumor en una de sus piernas, la de un esclavo etiope recién fallecido (figura
1). A pesar de esto, la historia comenta que estas practicas se desarrollaban en
Oriente, AC, pero se carece de veracidad por falta de datos comprobables. Los
casos cientificamente comprobados surgen recién en el siglo XIX, acompanados
de otros avances médicos que permiten su desarrollo. La historia nos lleva a 1879,
cuando MacEwen utiliz6 un fragmento autélogo tibial para tratar una
pseudoartrosis infectada en el hiimero de un nino. Desde entonces, se utilizaron

fragmentos provenientes de osteotomias o amputaciones.4



Figura1. “EL MILAGRO DE SAN COSME Y SAN DAMIAN”, FERNANDO DEL RINCON, MUSEO
DEL PRADO. Como se mencion6 anteriormente, la imagen retrata el momento en que los
hermanos San Cosme y San Damién le implantan a Fray Justiniano afectado por un tumor en

una de sus piernas, la de un esclavo etiope recién fallecido. 4

Josef Horak, en 1914, fue el primer cirujano que publico el uso de hueso
procedente de cadaver para reconstruir una reseccion de un osteosarcoma. El
mismo, hablaba de que es necesario que el recién muerto (el donante) esté
completamente sano y no contenga ninguna sustancia infecciosa que pueda pasar
al receptor.4 5

La osteotecnia, se refiere a las diferentes técnicas para la preparaciéon y
conservacion de piezas 0seas, ya sea para su uso didactico en los laboratorios de
anatomia o para fines demostrativos, como lo es en museos o universidades y se
basa principalmente en la obtencién, limpieza y blanqueado del material 6seo.¢

Con el desarrollo de las ciencias médicas hoy es una realidad realizar
injerto de tejidos, y el reto est, en la disponibilidad de ellos, debido a su alta
demanda y dificultad de obtencion. La regeneracion 6sea es la técnica de eleccion
para reparar defectos 6seos, empledndose como tratamiento complementario
para la colocacion de implantes osteointegrados.”

Adn no existe un sustituto de hueso ideal. En la mayoria de los casos, estos
materiales resultan ser productos caros, lo que no permite que estén al alcance de
todas las personas.

En la actualidad hay un gran nimero de sustitutos de injertos 6seos,
fundamentalmente en combinacién de elementos, son los llamados composite.
Estos se clasifican segin su base, en: de factores de crecimiento, de células, de

polimeros y de ceramicas.8



Los biomateriales, los cuales pueden ayudar a resolver este déficit, son
materiales naturales o sintéticos que pueden estar en contacto con los tejidos
vivos por periodos largos sin causar efectos adversos en el organismo. Los
biomateriales sintéticos mas utilizados hoy son de tres tipos: metales, ceramicas
y algunos polimeros. Las bioceramicas y los biopolimeros funcionan mejor que
los metales para reparar y reconstruir tejidos enfermos o danados del cuerpo
humano. Ademas, por su interaccion con los tejidos, pueden clasificarse en tres
tipos: bioinertes, bioactivas y bioabsorbibles.9

Se estima que cada siete anos tenemos un esqueleto nuevo, ya que las
células llamadas osteoclastos se encargan de deshacer el hueso viejo y los
osteoblastos de producir el nuevo hueso. El tejido dseo es el inico que se regenera
sin dejar cicatriz, pero su regeneracion se va haciendo mas lenta conforme avanza
la edad.”

Los huesos estan formados por una parte organica y otra inorganica. Esta
ultima esta formada por la ceramica natural hidroxiapatita, la cual se va pegando
a fibras de colageno y va formando la matriz 6sea.*°

Después de la sangre, el hueso y sus derivados (tejido osteocondral) es el
tejido humano que se emplea con més frecuencia como donacion. La obtencion
del hueso puede ser a través de donantes cadavéricos o donantes vivos, el modo
de procesamiento puede variar seglin sea su origen.!t

Los injertos 0seos se pueden clasificar en corticales y esponjosos.5

El uso de aloinjertos resulta en una herramienta terapéutica
imprescindible en cirugia ortopédica y traumatologia. La sustituciéon de tejido
6seo ya sea hueso, ceramicas, polimeros o combinaciéon de ellos segin sus
capacidades para la formacién de hueso se clasifica en: Osteogénesis,
Osteoinduccién, Osteoconducciéon y Osteopromotor.!2

Los injertos 6seos segln su origen se clasifican en:

» Autoinjerto: Trasplante de hueso llevado de una zona anatémica a otra.

» Aloinjerto: Hueso transferido entre individuos genéticamente diferentes
de la misma especie.

> Isoinjertos: Se componen por tejido tomado de wun individuo

genéticamente relacionado con el individuo receptor.



» Xenoinjerto: Hueso transferido entre dos individuos de diferentes
especies.

El autoinjerto o autoélogo, se conoce que es el injerto que otorga mejores

resultados, el mismo presenta ventajas y desventajas en cuanto a su

utilizacion.13.14

- Ventajas del tejido autélogo

Se reduce el riesgo de rechazo.

Aumenta las posibilidades de curacion.

- Desventajas del tejido autdlogo

Implicar una doble cirugia para el paciente con todos los riesgos que esto

conlleva.

Mayor dolor.

Pérdida de sangre.

Riesgos de infeccién, asi como de trombosis.

Fractura del hueso de donde se toma el injerto.

Alteracion de un hueso funcional sano.

También presenta la limitante de la disponibilidad de este tejido, ya que se
puede requerir mucho maés de lo que se puede obtener, especialmente cuando el
paciente es un nino.2

Debido a estas dificultades, la bisqueda se orienta a encontrar un material
alternativo que cumpla con todos los requisitos de biocompatibilidad
establecidos y que ademaés esté ampliamente disponible.

Como se mencion6 anteriormente, si el material de los implantes se obtiene
de individuos de especie diferente a la receptora, a los implantes se les conoce
como implantes xenogénicos o xenoimplantes. Un material que se ha propuesto
para la realizacion de xenoimplantes es el tejido osteocondral bovino.4. 7. 13

Al tejido que se le ha retirado toda la materia organica quedando

Unicamente conformado por la matriz y su estructura desproteinizada se lo



conoce como implante anorgéanico y ha resultado ser util en el campo de los
implantes xenogénicos. Cumple con los requisitos de biocompatibilidad por no
contener material organico, estar formada de hidroxiapatita, estructura de
colageno y una estructura porosa adecuada.3: 10

El implante anorgénico presenta cohesividad y fuerza estructural alta, su
disponibilidad en tiempo y cantidad es elevada.13. 14

Cuando se trata de remediar problemas 6seos como los causados por
defectos congénitos o los resultantes de infecciones, lesiones traumaticas,
ligamentarias o reseccién de tumores 6seos, se emplean injertos o implantes. La
utilizacion de derivados de tejidos 6seos humanos y bovinos procesados
industrialmente se presenta como alternativa de aceptable respuesta bioldgica
por parte del paciente. Comercialmente, existen diferentes propuestas en cuanto

a su composicion, calidad y costo (figura 2).
‘ '

(i QR

Figura 2. En las imagenes, se pueden observar distintos tipos de implantes y de diferente

composicién, en la primer imagen se observa implante de rodilla y de cadera de titanio.¢ En la
segunda imagen rectangulos de implante bovino una vez finalizado el proceso de limpieza y
blanqueamiento.! En la tercer imagen un perno dentario implantado y en la tltima imagen se
observa una placa en T de titanio implantada en una muifieca, sujetada con 5 tornillos del mismo

material, con su imagen radiografica frontal y lateral.o

En un futuro se empleara la ingenieria de tejidos, campo que se esta
desarrollando con mucha velocidad en todo el mundo y que ain no se aplica a
gran escala por su alto costo, dificultad de obtencion de tejido y falta de
conocimiento en cuanto a la donacion de tejido osteocondral por parte de la
poblacién.t 13

La regeneracion Osea es la técnica de eleccion para reparar defectos 6seos,
empleandose como tratamiento complementario para la colocacion de implantes

osteointegrados; es la conexién directa, estructural y funcional entre el hueso vivo
5



bien organizado y la superficie del sustituto implantado que sera capaz de
absorber las fuerzas provenientes de las funciones propias del sistema del
paciente.13

En la actualidad los injertos de tejido osteocondral bovino, en particular el
hueso esponjoso, son de mucha ayuda ya que promueven la curacién por
osteoinduccién y osteoconduccién, facilitando y acelerando el proceso de
recuperacion. Cuentan con todas las caracteristicas esenciales de un material de
implante como resistencia mecanica y osteoblastos vivos.!5

La osteoinduccion es el proceso por el cual las células osteoprogenitoras
son persuadidas y estimuladas por medio de factores de crecimiento y
diferenciacion para formar hueso nuevo. Mientras que la osteoconduccion
consiste en el reclutamiento y la migracion de células osteogénicas y nuevos
capilares a través de una matriz tridimensional para su regeneracion.® 13

En el caso de defectos 6seos, ya sea por alguna injuria o por enfermedad,
el hueso xenogénico, usualmente de origen bovino, se ha convertido en una
alternativa para este reemplazo por su bajo costo y facilidad de obtencion.5 13

Con el advenimiento de la implantologia, tanto la traumatologia como la
odontologia, han debido enfrentarse a la problemaética de la reabsorcion 6sea post
extraccion y a la consecuente falta de tejido para la colocaciéon de implantes
osteointegrados (contacto estable entre el hueso viable y remodelado con la
superficie del implante, sin la interposicion de tejido conectivo u otra materia que
no sea tejido 6seo). La oseointegracién es, por tanto, la conexion directa,
estructural y funcional entre el hueso vivo bien organizado y la superficie del
sustituto implantado que sera capaz de absorber las fuerzas provenientes de las
funciones propias del sistema estomatognatico. La oseointegracién es un proceso
de cicatrizacion natural bajo el siguiente principio biolégico: si no hay circulaciéon
no hay vida, si no hay circulacion no hay cicatrizacion.9

Diversas patologias, en el campo de la odontologia y mas recientemente en
la traumatologia e incluso en el plano estético, requieren de materiales de soporte
para la sujecion de distintos tipos de protesis e incluso para relleno de cavidades
Oseas. La complejidad, el alto costo de instalaciones y equipamientos y la
necesidad de recursos humanos calificados necesarios para realizar

6



correctamente los procesos productivos a fin de transformar hueso humano y
bovino en un insumo para la salud, y encuadrar dichos procesos en los marcos
regulatorios vigentes quizas hayan conspirado para que en el plano profesional
prosperen practicas y usos renidos con la seguridad biologica de la actividad asi
como con la moral, la ética y la ley. A ello debiera sumarse la poca disponibilidad
de tejido humano destinado a tal fin asi como la multiplicidad de actores
intervinientes en todos los eslabones de la cadena que va desde la obtencién de
tejido humano hasta la distribucién y uso del mismo.:6

La obtencion de material osteocondral bovino para su posterior aplicacion
como implantes, ya sea en seres humanos o animales, tiene asociado como todo
procedimiento médico, un cierto grado de riesgo para el paciente. Lo cual hace
necesario brindar un producto que sea de calidad apropiada, seguro y eficaz.

El desarrollo, evaluacién, seleccion y validacion de técnicas de limpieza,
desinfeccion y conservacion del material a implantar, como asi también la
conservacion de su estructura y propiedades biomecanicas, resulta de vital
importancia para la compatibilidad del implante y el receptor/paciente de dicho
injerto.

Si bien, los més utilizados son los aloinjertos y xenoinjertos, se encuentran
en desarrollo alternativas sintéticas conocidas como sustitutos 6seos, pero sus
propiedades y ventajas son muy discutidas.3- 13

El tejido ideal debe ser biocompatible, biodegradable, osteoconductivo y
osteoinductivo con una estructura similar al hueso, de bajo costo, facil uso y
calidad apropiada.o

Todo material de implantacion debe desencadenar una reaccion
fisiol6gicamente posible con los tejidos que lo rodean. Es fundamental conocer
los procesos biologicos normales que se desencadenan en la regeneracion y las
caracteristicas fisicas, mecénicas y biologicas propias de cada material.3

Para que un material pueda ser empleado como implante, se requiere que
cumpla con una serie de requisitos marcados en normas nacionales, disposicion
3266/2013 ANMAT (Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y

Tecnologia Médica) — Buenas Practicas de Fabricacion de Productos Médicos.®



El presente trabajo pretende desarrollar, comparar y seleccionar técnicas
de lavado y desinfeccion de tejido bovino que permitan obtener un material
osteocondral que pueda ser utilizado como implante, que cumpla con las
especificaciones de ANMAT y con los requerimientos de especificidad estipulados
por la ASTM (American Society for Testing and Materials)'7, demostrando que
sus valores son comparables con un xenoinjerto comercial de uso internacional
de referencia desde el analisis microbiologico y establecer directrices utiles para
el procedimiento de limpieza y desinfeccion, para obtener un injerto 6ptimo para
su utilizacion en la practica clinica.

El injerto de origen bovino, resulta ser altamente compatible y se presenta
como una de las opciones viables para su utilizacion como material implantable
en seres humanos y animales. A deméas con el desarrollo de este trabajo, se
podrian proyectar los procedimientos evaluados para el procesamiento de tejido
osteocondral de origen humano. Asimismo, cabe destacar que el conocimiento de
las propiedades de tamafio de particula y nivel de porosidad, también permiten
conocer mejor el producto y sus posibles interacciones entre el tejido a implantar
y el posible receptor.13

El tejido osteocondral bovino presenta las propiedades y caracteristicas
necesarias para su utilizacién como implante, por tal motivo, el presente trabajo
podria aportar beneficios importante para obtener un producto médico de
calidad. Ademas de los beneficios anteriormente mencionados, se plantea la
posibilidad de poder aplicar los resultados obtenidos para su evaluacion en
implantes de origen humano, lo cual resulta una propuesta interesante con una

potencial alternativa de aplicacion en el futuro.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Disenar, analizar, seleccionar y optimizar el procedimiento de lavado de

tejido osteocondral de origen bovino comparando diversos desinfectantes, tal que

resulte eficiente en la eliminacién de elementos indeseables en el implante

(microbiolégicamente apto y minimizando la inmunogenicidad del receptor), sin

afectar las propiedades biomecéanicas del hueso tendén y cartilago.

2.2 Objetivos especificos

Determinar la carga microbiana inicial del tejido osteocondral bovino.
Seleccionar el método de lavado mas eficiente variando las
concentraciones de acetona pura, peréxido de hidréogeno 10% y etanol
(70° y 96°) y el tiempo de contacto con el material de origen bovino
utilizados respecto a la reduccion de material indeseable y de la carga
microbiana presente en las muestras analizadas.

Evaluar la efectividad del proceso de lavado seleccionado en las
condiciones de trabajo mediante la utilizacion del test “in-use”.
Evaluar las modificaciones macroscopicas en la estructura y
propiedades biomecanicas del tejido osteocondral.

Proponer condiciones de almacenamiento y periodo de conservacion

del producto luego del proceso de lavado.



3. MATERIALES DE ESTUDIO

3.1 Tejido osteocondral

El término osteocondral, hace referencia a los elementos que integran las
articulaciéon que permiten la movilidad de una determinada parte del cuerpo. A

dicho término lo componen el tejido 6seo, tendones y cartilagos.

3.2 El hueso

El esqueleto es una estructura dinamica, constituida por huesos. Cada
hueso es un 6rgano ya que esta formado por diversos tejidos: 6seo, cartilaginoso,
conectivo denso, epitelial, otros que generan sangre, adiposo y nervioso.12-8

Su principal funcion es la de dar sostén a tejidos blandos y apoyo a los
musculos esqueléticos. Otorga proteccidon a los érganos internos y en conjunto
con los musculos posibilitan el movimiento.8

Tiene una matriz abundante, y células muy separadas entre si. Los
componente principales son: 25% de agua; 25% de fibras proteinicas; 50% de
sales minerales cristalizadas.8

Segiin su forma, los huesos se clasifican en dos grupos principales: huesos
largos (que son tubulares, constan de diafisis y epifisis, tiene hueso compacto en
la diafisis y hueso esponjoso en el interior de las epifisis, por ejemplo: el htimero
del brazo) y huesos cortos (que son cuboidales, tiene tejido esponjoso salvo en su
superficie, por ejemplo: huesos del tarso y del carpo).19

El hueso es un tejido duro, resistente y firme que forma parte del sistema
esquelético. Esta compuesto por tejidos blandos y tejidos duros estructurados
de la siguiente forma (figura 3):

* La epifisis es la porciéon del hueso situada en los extremos del hueso
largo. Esta formada por un tejido esponjoso en el centro y por una
capa delgada de hueso compacto en su periferia.12

* Ladiéfisis es la porcion central del hueso largo, constituido por

tejido 6seo compacto, tiene forma cilindrica y alargada y esta
10



localizada entre las dos epifisis, unidas entre si mediante la
metafisis.!2

La metafisis es la zona que une los extremos del hueso largo con la
porcion central. Esta zona estd ocupada en la infancia y en la
adolescencia por un tejido cartilaginoso llamado cartilago de
crecimiento, mediante el cual el hueso se desarrolla de forma
longitudinal.12

El cartilago articular se trata de un tipo de cartilago hialino. Es una
capa de tejido elastico y resistente que recubre los extremos 6seos e
impide su roce para evitar el desgaste.!2

El periostio es una membrana de tejido conectivo; la cual esta
inervada por terminaciones nerviosas nociceptivas y posee
vascularizacion. Es una capa fibrosa y resistente, que cubre el hueso
por su superficie externa excepto en los lugares de inserciéon de
ligamentos, tendones, y en las superficies articulares. Se encuentra
unido al hueso por fibras de colageno llamadas fibras de Sharpey.12
El endostio es una membrana de tejido conjuntivo que recubre la
cavidad medular. Esta membrana contiene las células formadoras
de hueso, llamadas osteoblastos.!2

La cavidad medular es el espacio interno existente en la porcion de
la diafisis y donde se alberga la médula 6sea amarilla, que contiene

adipocitos. Esta cavidad esté recubierta por el endostio.?2

Las células que lo componen encargadas de la regeneracion y crecimiento
del mismo, son:

o Células ostedgenas: son células madre, no especializadas, con
capacidad de division; sus células hijas son los osteoblastos; se
localizan en la porcion interna del periostio y del endostio.18

o Osteoblastos: son las células que construyen los huesos; sintetizan
los componentes de la matriz del tejido 6seo e inician en proceso de

calcificacion (sufijo blasto indica células que secretan matriz).!8
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o Osteocitos: son las células maduras principales del tejido 6seo;
derivan de los osteoblastos que quedan atrapados en la matriz;
intercambian nutrientes con la sangre (sufijo cito indica células
constituyentes de los tejidos).18

o Osteoclastos: son células muy grandes, formadas por la fusiéon de
50 monocitos, ubicadas en el endostio; producen destruccion del
hueso por medio de enzimas lisosomicas para permitir el
desarrollo, crecimiento, mantenimiento y reparacion normales del

hueso (sufijo clasto indica destruccion).12-18

La dureza del hueso depende de las sales minerales organicas cristalizadas
que contiene, y su flexibilidad depende de las fibras colagenas. Los huesos no son
completamente solidos, ya que tienen muchos espacios. Segun el tamafno y
distribucion de estos espacios, las regiones de un hueso se clasifican en compactas
y esponjosas. En general el hueso compacto constituye el 80% del esqueleto, y el

esponjoso el 20% restante.18

Epifisis

Tepdo .

compacio o !
Diafisis

Teydo
esponjoso Cartilago epifisario.
Lugar donde se pro
duce el crecimiento

en longiud del hueso

Epifisis P " o Médula ésea amarilla.
u Formada por tepdo adiposo

Periostio.

\ Recubnimiento fibroso  Cartilago articular.
a pantir del cual se va Zona de union con
engrosando el hueso otro hueso

Médula 6sea roja.
Fabrica células sanguineas

Figura 3. Estructura y composicién 6sea de un hueso largo.:2
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3.3 El tend6n

Los tendones son tejido conectivo fibroso no especializado de colageno
denso tendinoso, que une los musculos a los huesos. Pueden unir también los
musculos a estructuras como el globo ocular.12

Los tendones sirven para mover el hueso o la estructura, mientras que los
ligamentos son el tejido conectivo fibroso que une los huesos entre si y
generalmente su funcion es la de unir estructuras y mantenerlas estables (en la
ruptura de un ligamento, el mismo se remplaza por tendon, el cual con el tiempo
y la recuperacion pertinente, adquiere funcionalidad y caracteristicas de
ligamento).19

Tienen la funcion de insertar el musculo esquelético en el hueso,
conectandolos y permitiendo que el musculo transmita la fuerza de la contraccion
muscular al hueso para producir un movimiento. Esta conexiéon permite que los
tendones modulen pasivamente las fuerzas durante la locomocion,
proporcionando estabilidad adicional sin trabajo activo. Sin embargo, en las
ultimas dos décadas, hay mucha investigacion que se centra en las propiedades
elasticas de algunos tendones y su capacidad para funcionar como resortes.!2

No todos los tendones deben cumplir el mismo papel funcional. Algunos
tendones realizan una funcion posicional como los que hay alrededor de los dedos
al escribir y otros que actian como resortes para hacer que la locomocion sea mas
eficiente, almacenando energia elastica que se liberara posteriormente.!2-18

Las propiedades mecénicas del tendén dependen de su didmetro y de la
orientacion de la fibra de colageno. Las fibrillas de colageno son paralelas entre
siy estan estrechamente empaquetadas, pero muestran una apariencia ondulada
debido a ondulaciones planas, o rizos, en una escala de varios micrometros (figura
4). Mientras que las fibrillas de colageno permiten que los tendones resistan el
esfuerzo de traccion, los proteoglicanos les permiten resistir el esfuerzo de
compresion. Estas moléculas son muy hidrofilicas, lo que significa que pueden
absorber una gran cantidad de agua y, por lo tanto, tienen una alta probabilidad

de hinchamiento.9
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Fibrillas de colageno

Banda de fibrillas de
colageno

Tendén

Figura 4. Estructura y composiciéon de un tendén.

3.4 El cartilago

Eltejido  cartilaginoso, ocartilago, es un tipo detejido
conectivo especializado, elastico, carente devasos sanguineos, formados
principalmente  por matriz  extracelular 'y por células  dispersas
denominadas condrocitos. La parte exterior del cartilago, llamada pericondrio,
es la encargada de brindar el soporte vital a los condrocitos (figura 5).12

El cartilago se encuentra revistiendo articulaciones, en las uniones entre
las costillas y el esternén, como refuerzo en la tradquea y bronquios, en el oido
externo y en el tabique nasal. También se encuentra en embriones de vertebrados
y peces cartilaginosos.19

Los cartilagos sirven para acomodar las superficies de los condilos
femorales a las cavidades glenoideas de la tibia, para amortiguar los golpes al
caminary los saltos, para prevenir el desgaste por rozamiento y, por lo tanto, para
permitir los movimientos de la articulacion. Es una estructura de soporte y da
cierta movilidad a las articulaciones.9

El cartilago es una forma avascular de tejido conjuntivo constituida por
fibras extracelulares alojadas en una matriz que contiene células localizadas en
pequenas cavidades. La cantidad y la clase de fibras extracelulares de la matriz

varian dependiendo del tipo de cartilago.12
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En las areas que soportan peso o en las que tienden a soportar fuerzas de
traccion, la cantidad de colageno es considerablemente mayor y el cartilago es
practicamente inextensible. Por el contrario, en las areas en las que la carga de
peso y la tension son menores, el cartilago contiene fibras elasticas y menos fibras
de colageno.19

Las principales funciones del cartilago son:

- Soporte de partes blandas.
- Aportacion de superficies lisas de deslizamiento para las articulaciones 6seas.

- Capacidad de desarrollo y crecimiento de los huesos largos.

Existen 3 tipos de tejido cartilaginoso:
- Cartilago Hialino

- Cartilago Fibroso o fibrocartilago

e ’ .
- Cartilago Elastico
ZONA DEL CARTILAGO .. CAPA DE CONDROCITOS
ARTICULAR CALCIFICADO A, DISPUESTOS LONGITUDI-
' NALMENTE
HUESO SUBCONDRAL

\
SU e AN
r Y
¥ 3 r& -

)

ZONA DE TRANSICION__
DE LAS FIBRAS DEL
CARTILAGO

I_ SUPERFICIE DEL CARTILAGO
ARTICULAR

Figura 5. Estructura y composicion del cartilago.o

3.5 Desinfectantes
Los microorganismos son la forma de vida mas difundida en la naturaleza.

Su presencia tiene efectos positivos y negativos para la vida del hombre, por lo

cual, su control es fundamental para evitar que esos efectos produzcan
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consecuencias indeseables, para la salud, el medio ambiente y los bienes que

hacen a la calidad de vida del ser humano.z2°

El mencionado control se puede realizar por medios fisicos o quimicos, los

cuales deben ser especificos para la accion deseada y no deben producir efectos

colaterales indeseados. Segun el grado de detencion del crecimiento microbiano,

los agentes quimicos y fisicos, pueden clasificarse segin su accion sobre los

microorganismos:

Desinfeccion: privacion total de gérmenes patégenos en superficies inertes
(mesadas, pisos, aparatos, instrumentos).

Antisepsia: creacion de un medio no conveniente para los
microorganismos que destruye o impide el desarrollo de los mismos. Se
aplica a tejidos vivos (creacion del campo quirargico).

Asepsia: privacion total de todos los gérmenes, patégenos o no.
Esterilizacion: accién que produce la muerte de todo organismo
(patogenos y saprofitos), incluyendo sus formas de resistencia (esporas).
Se obtiene por métodos fisicos (calor seco, calor hiimedo bajo presion, etc.)
o métodos quimicos (6xido de etileno, etc.).

Limpieza: remocién de materia organica y suciedad de los objetos. Se
realiza con agua, detergente y accion mecanica. Es anterior a los
procedimientos de desinfeccion y esterilizacion.

Germicida: aplicado a los agentes que destruyen las bacterias, este término
es a su vez sinonimo de bactericida. Mas amplio es el término microbicida
porque se refiere a la accion destructiva contra los distintos
microorganismos (hongos, bacterias, parasitos y virus).

Bacteriostasis: impide el desarrollo bacteriano.

Desinfectante: son aquellas sustancias capaces de destruir en 10 a 20 min
los gérmenes depositados sobre un material de diversa naturaleza,
alterando lo menos posible el sustrato donde residen y abarcando en esa
destruccion todas las formas vegetativas, hongos y algunos virus. Son

potentes microbicidas, pero hasta cierto punto toxico e irritante para los
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tejidos vivos, por lo que se aplican preferentemente en superficies
ambientales y objetos contaminados.

e Antisépticos: son sustancias que se oponen a la existencia o desarrollo de
gérmenes sobre la piel o mucosa, heridas, etc.

e Conservador o preservador: son sustancias que se evitan para la
contaminaciéon bacteriana en bebida, alimento o producto biologico o

farmacéutico.

3.5.1 Niveles de desinfeccion

> Desinfectantes de bajo nivel
No son capaces de destruir en un periodo breve de tiempo esporas bacterianas,
micobacterias y todos los hongos y/o virus no lipidicos o de pequeio tamaiio. El

tiempo de contacto minimo para una desinfecciéon de bajo nivel es de 10 min.2

> Desinfectantes de nivel intermedio
No eliminan necesariamente las esporas bacterianas, pero inactivan bacterias
vegetativas. El tiempo de contacto minimo para una desinfeccion de nivel

intermedio con estos desinfectantes es de 10 min.2!

> Desinfectantes de alto nivel

Inactivan todas las formas vegetativas de los microorganismos, pero no destruyen
toda forma de vida microbiana, puesto que no siempre eliminan todas las
esporas. La mayoria requiere un tiempo de unos 20 min para ejercer una accion
desinfectante de alto nivel; algunos precisan para destruir las esporas bacterianas
un tiempo de contacto prolongado (entre 6 y 10 h, segin el desinfectante). La
limpieza inicial del objeto es fundamental para que la desinfeccion sea eficaz, ya
que muchos desinfectantes pierden total o parcialmente su actividad en presencia

de materia organica.2!
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3.5.2 Mecanismo y sitio de accion de desinfectantes

» ALCOHOLES (etilico e isopropilico): junto con los fenoles, metales
pesados y sus sales, inhiben o matan bacterias porque desnaturalizan las
proteinas bacterianas. Tienen poder deshidratante. Son compuestos de
actividad bactericida y bacteriostatica con respecto a formas vegetativas.
Posee accion tuberculicida, fungicida y virucida, pero no destruye esporas
bacterianas. Los alcoholes de cadena corta tienen un efecto nocivo mayor
que los de cadena larga. El alcohol absoluto tiene un poder bactericida casi
nulo, en cambio el alcohol diluido al 70° en agua presenta una 6ptima
actividad bactericida. Un frotado vigoroso de 1 minuto en las manos ha

demostrado ser el mas efectivo método para la antisepsia de las mismas.

» AGUA OXIGENADA: su mecanismo principal es la limpieza mecéanica
producida por el desprendimiento de oxigeno (O:) en forma de gas. Es un
agente oxidante cuya accidbn como antiséptico no es muy eficaz y
disminuye considerablemente en presencia de catalasa. Actualmente, el
perdxido de hidrogeno se esta utilizando como desinfectante de materiales
inanimados como lentes de contacto, implantes quirargicos, equipos de
plasticos, superficies o descontaminante de gabinetes bioldgicos. Las

soluciones con concentracion del 6 % hasta el 25 % son esterilizantes.

ACETONA: la acetona es un liquido incoloro, de olor caracteristico
agradable, volatil, altamente inflamable y sus vapores son méas pesados
que el aire. Se obtiene como subproducto en la fermentacion por medio de
la cual se obtiene alcohol butilico; por oxidacién de isopropanol; por
ruptura de hidroperéxido de cumeno en la cual se obtiene, ademas, fenol;
por destilacion de acetato de calcio; por destilacion destructiva de madera
y a partir de oxidacién por cracking de propano. Es utilizada como
disolvente de grasas, aceites, ceras, hules, plasticos, lacas y barnices. Se
usa en la manufactura de algunos explosivos, rayon, peliculas fotograficas,
elaboraciéon de removedores de pinturas y barnices, purificacién de
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parafinas, en la deshidratacion y endurecimiento de tejidos, en la
extraccion de algunos productos vegetales y animales y como materia
prima en una gran variedad de sintesis en quimica organica. Por otra parte,
junto con hielo y diéxido de carbono s6lido, se puede utilizar para enfriar

a temperaturas muy bajas.

3.5.3 Condiciones de un desinfectante ideal

Activamente bactericida en altas diluciones.

-

No venenoso ni irritante para el hombre.

Activo a temperatura ambiente.

Répido en su accién.

Que no se afecte por materia organica.

No corrosivo ni capaz de deteriorar o tenir la piel, objetos, etc.
Inodoro e insipido.

Soluble en agua.

© N o pH WD

Buen agente humedecedor.

. Econ6mico.

[y
@)

[uny
-

. Estable por largos periodos.

-
N

. Que posea ciertas propiedades disolventes, puesto que debe penetrar en la

capa lipidica de los gérmenes.

3.5.4 Factores que afectan la actividad de los desinfectantes

- Carga microbiana: a mayor numero de bacterias se requerira una mayor
concentracion del agente.

- Tiempo de accion: dependera del desinfectante. Se debe recordar que la
desinfeccion es un fenomeno gradual, que requiere de un determinado
tiempo para ejercer su accion.

- Temperatura: la efectividad de la desinfeccion normalmente se
incrementa con el aumento de la temperatura, este efecto es mas marcado
en algunos agentes que en otros. Por lo general, la temperatura se
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incrementa en una progresion aritmética, mientras que la efectividad de
muerte lo hace en progresion geométrica.
Concentracion: la efectividad de un desinfectante esta en relacion con su
concentracion o sea que variaciones en la concentracion del mismo afectan
crucialmente la efectividad de su accién. Sin embargo, la relacion no
siempre es directa, por ejemplo, el alcohol al 70° es més efectivo sobre la
piel que el alcohol al 95°, por lo que se debe trabajar a las concentraciones
correctas a las que cada desinfectante es mas efectivo.
pH: los cambios de pH no solo afectan la actividad del desinfectante, sino
también el rango de crecimiento de células bacterianas. Por ejemplo, un
pH de 6 a 8 es 6ptimo para el desarrollo de células bacterianas, el cual
declina fuera del mismo.
Por otro lado, el grado de ionizacion de los desinfectantes acidos o basicos
depende del pH, siendo algunos compuestos activos en forma de aniéon y
otros como cation.
Formulaciones: la correcta formulacion puede ser crucial para el uso
efectivo de los desinfectantes. Por ejemplo, el poder de penetracién y
efectividad de algunos agentes como, la clorhexidina y compuestos de
amonio cuaternario pueden ser mayores en alcohol al 70° que en
soluciones acuosas.
Los fenoles son poco solubles en agua y en soluciones concentradas o
emulsiones, por lo que son preparados comerciales como jabones para de
esta forma aumentar la actividad de los mismos.
Factores fisico-quimicos: la accion de un desinfectante quimico
comprende ademas de la absorcion por la pared de la célula bacteriana, la
penetracion a través de membrana celular en el citoplasma, seguida de una
reaccion con los sustituyentes celulares, frecuentemente proteinas.
Interaccion de la materia organica: la influencia de materia organica sobre
la eficiencia de un desinfectante es de gran importancia. Materiales tales
como: sangre, u otros fluidos humanos como pus, leche, restos de
alimentos o proteinas coloidales si se encuentran presentes en cantidades
pequenas reducen la efectividad de los desinfectantes en varios grados.
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Naturaleza, nimero y localizacion de los microorganismos: la eficacia de
un desinfectante depende de la naturaleza y numero de microorganismos
contaminantes y en especial de la presencia o ausencia de esporas
bacterianas, las que son mucho mas resistentes que las correspondientes

células bacterianas a la accion de los germicidas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un sustrato o una soluciéon de nutrientes que
permite el desarrollo de microorganismos. En las condiciones de laboratorio para
realizar un cultivo, se debe sembrar sobre el medio de cultivo elegido las muestras
en las que los microorganismos van a crecer y multiplicarse para dar colonias.22

Los microorganismos son los seres mas abundantes de la tierra, pueden
vivir en condiciones extremas de pH, temperatura y tensiéon de oxigeno,
colonizando una amplia diversidad de nichos ecologicos. Entre los
requerimientos mas importantes para su desarrollo estan el carbono, el oxigeno,
nitréogeno, dioxido de carbono e hidrégeno. Muchas bacterias sin embargo
necesitan del aporte extra de factores de crecimiento especificos en forma de
suero, sangre y extracto de levadura entre otros.2°

Los medios de cultivo utilizados en el desarrollo del presente trabajo,

fueron:

e Agar soya tripticaseina o agar soya tripticasa es un medio de cultivo
s6lido, no selectivo y nutritivo. Se designa con las letras TSA por sus
siglas en ingles Trypticase Soya Agar. Esta compuesto por tripteina,
peptona de soya, cloruro de sodio y agar-agar. Por su alto poder
nutritivo es ideal para el cultivo de microorganismos moderadamente
exigentes y no exigentes. El medio sin suplementos adicionales no es
recomendable para cultivos primarios, pero es muy util para
subcultivar cepas puras y mantenerlas viables, entre otros usos.2°

e Agar manitol salado (medio de Chapman): posee una alta
concentracion de sal, permitiendo solamente el crecimiento de
microorganismos tolerantes a ella, lo que lo hace un medio selectivo.
Desarrollan en este medio las bacterias halo6filas (estafilococos). La
degradacion del manitol, con formacién de acido, es indicativa de la
presencia de Staphylococcus aureus por lo que es un medio diferencial.

Staphylococcus epidermidis no fermenta el manitol.20
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Agar EMB (Levine): es un medio selectivo y diferencial. En este medio,
desarrollan bacilos Gram negativos. Las bacterias Gram positivas
resultan inhibidas en su crecimiento gracias a los colorantes presentes
en la formulacion (eosina, y azul de metileno). Los microorganismos
que fermentan la lactosa, producen un cambio en el pH, virando el

indicador acido-base (eosina).2°

4.1.1 Preparacion y observacion en medios de cultivo liquidos

Parala obtencion del medio de cultivo liquido (Caldo Tripteina Soya- CTS),
se siguieron los pasos de las instrucciones del fabricante, en donde se pesaron 30
g del polvo en un litro de agua destilada, se llevd a temperatura hasta ebullicion
con agitacion hasta disolver completamente el polvo. Se dejo enfriar y se
fracciono en frascos menores, se taparon con torundas de algodon y papel y se
llevaron a autoclavar a 121 ° C durante 15 min.23

Luego las muestras del tejido osteocondral, fueron colocadas en contacto
con CTS para determinar la apariciéon o no de turbidez, las muestras se llevaron a
la estufa de cultivo durante 24 h a 37 °C.

Finalizado el tiempo de cultivo se analizaron las muestras para determinar

si se observaba alguna de las siguientes reacciones.

1. Enturbiamiento en toda la masa del cultivo.

2. Desarrollo formando grumos que se depositan en el fondo del tubo dejando el
resto del liquido transparente.

3. Desarrollo en la superficie formando un velo o pelicula.

4. Puede observarse aparicion de color en el medio de cultivo debido a la sintesis
de pigmentos difusibles.

Durante el desarrollo de nuestros ensayos, se observo enturbiamiento en toda la

masa del cultivo (durante la aplicacion de la técnica de turbidez).
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4.1.2 Preparacion y observacion en medios de cultivo solidos

Posteriormente, se procedié a sembrar las muestras en medio de cultivo
sblido, para esto se utilizo6 ATS, el cual también fue preparado siguiendo las
instrucciones del fabricante, (se pesaron 40 g de ATS comercial deshidratado y se
disolvié en un litro de agua destilada. Se llevo a una fuente de calor hasta su
ebullicion con agitaciéon para ayudar a la disolucién del medio y se dejo hervir por
1 o 2 min. Posteriormente, se esterilizo el medio en autoclave. Finalizado el
proceso de esterilizacion, se distribuy6 en placas de Petri estériles, se dejé
solidificar, se invirti6 la placa y almacen6 a 4-8 °C hasta su uso). Una vez
obtenidas las placas, se sembraron y se llevaron a la estufa de cultivo durante 24
h a 37 °C para el recuento de microorganismos aerobios totales.23

Colonias: es muy importante el estudio macroscopico de la colonia cuando
se cultiva a la bacteria en la superficie de un medio so6lido; de la multiplicacion de
cada germen se origina una colonia formando una masa de millones de gérmenes
observables a simple vista. La morfologia de la colonia deriva de cada célula pero
es una caracteristica de la masa celular. Las caracteristicas que se observan y se
analizan de cada colonia son: 2!

- Tamano: uniforme para cada especie o tipo, las dimensiones varian desde
muy pequeiias o apenas visibles, hasta unos centimetros de didametro.

- Consistencia: blanda, seca o viscosa.

- Forma: depende del borde y del espesor. El borde puede ser liso, entero,
ondulado, aserrado, etc. El espesor depende de la elevacion pudiendo ser

chatas, elevadas, convexas, conicas, crateriformes, etc.

4.2 Observacion microscoépica de los microorganismos

El tamano de la mayoria de las células bacterianas es tal que resultan
dificiles de ver con el microscopio 6ptico. La principal dificultad es la falta de
contraste entre la célula y el medio que la rodea, y el medio méas simple de
aumentar el contraste es la utilizacién de colorantes. Estos pueden emplearse
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para distinguir entre tipos diferentes de células o para revelar la presencia de
determinados constituyentes celulares, tales como flagelos, esporas, capsulas,
paredes celulares, centros de actividad respiratoria, etc.24

La morfologia de los microorganismos puede examinarse de dos formas:
a) observando microorganismos vivos sin colorear (en fresco).

b) observando células muertas tenidas con colorantes.

El examen en fresco de los microorganismos permite conocer algunas de
sus caracteristicas (morfologia, tamano, movimiento, etc.). Sin embargo, las
microorganismos vivos son casi incoloros y no se pueden visualizar facilmente al
microscopio Optico cuando se encuentran en suspension, de ahi que se utilicen
colorantes para incrementar su contraste con el entorno que los rodea y de esta
forma hacerlos visibles.24

Los métodos de tincidon son de gran utilidad, pero deben usarse siempre
con precaucion, ya que pueden conducir a errores. Las moléculas de colorante
forman en ocasiones precipitados o agregados que parecen estructuras celulares
auténticas, pero que son formaciones completamente artificiales inducidas por el
mismo colorante. Tales estructuras se denominan artefactos, y deben tomarse
precauciones para tener la seguridad de que no nos estamos equivocando al creer

que un artefacto es una estructura realmente existente.24-25

4.3 Coloraciones

El principal procedimiento de coloracién empleado en microbiologia es la
tincion de Gram. Es uno de los métodos de coloracion diferencial mas importante
para las bacterias, ya que divide a éstas en dos grandes grupos: Gram positivas y
Gram negativas, segun las diferencias estructurales en la pared, que permiten
retener o no uno de los colorantes. La capacidad de retener este colorante es
extremadamente limitada en la naturaleza, ya que la mayoria de las células
animales y vegetales son Gram negativas. También se pueden encontrar otras
tinciones como la coloracion simple, otros tipos de coloracion diferencial y

coloraciones especializadas.26
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4.3.1 Utilidad de la coloracion diferencial

Coloracion diferencial, utilizada para demostrar las propiedades

tintoriales de todos los tipos de bacterias.26

4.3.2 Descripcion de la tincion de Gram

Las células fijadas al calor sobre un portaobjetos se tifien, primero con una
solucion de cristal violeta y luego son lavadas para retirar el exceso de colorante.
En este estado, todas las células, tanto las Gram positivas como las Gram
negativas, estan tenidas de violeta.

El portaobjetos se cubre entonces con una solucion de yodo-yoduro
potésico. El ingrediente activo es aqui el I.; el KI simplemente hace soluble el I
en agua. El I entra en las células y forma un complejo insoluble en agua con el
cristal violeta. De nuevo tanto las células Gram positivas como las Gram negativas
se encuentran en la misma situacion.

Se lleva a cabo después la decoloraciéon, usando una mezcla de alcohol-
acetona, sustancias en las que es soluble el complejo I.-cristal violeta. Algunos
organismos (Gram positivos) no se decoloran, mientras que otros (Gram
negativos) lo hacen. La diferencia esencial entre esos dos tipos de células esta por
tanto en su resistencia a la decoloracion; esta resistencia se debe probablemente
al hecho de que en el caso de bacterias Gram negativas, la mezcla de
alcohol/acetona es un solvente lipidico y disuelve la membrana exterior de la
pared de la célula (y también puede dafiar la membrana citoplasmica a la que se
une peptidoglicano). La delgada capa de peptidoglicano es incapaz de retener el
de complejo cristal violeta-yodo y la célula se decolora.

Las células Gram positivas, a causa de sus paredes celulares mas espesas
(tienen mas peptidoglicano y menos lipido), no son permeables al disolvente,
provocando que el de complejo cristal violeta-yodo quede atrapado dentro de la
pared celular. Después de la decoloracién las células Gram positivas son todavia
violeta, pero las Gram negativas son incoloras. Para poner de manifiesto las
células gramnegativas se utiliza una coloracion de contraste. Habitualmente es
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un colorante de color rojo, como la safranina o la fucsina basica. Después de la
coloracion de contraste las células Gram negativas son rojas, mientras que las

Gram positivas permanecen violeta.27

4.3.3 Procedimiento de la tincion de Gram

1- Preparacion de extendidos:
Se utilizaron portaobjetos limpios y desengrasados. Segun el origen de nuestras
muestras, podemos diferenciar la preparacion de los extendidos en 2 grupos:
» A partir del crecimiento microbiano en medios so6lidos o liquidos. Para el
desarrollo de este trabajo, se utiliz6 un cultivo solido. Se coloco en el portaobjeto
una gota de solucion fisiolégica en la que se emulsion6 la muestra que ha sido
recolectada mediante el uso de ansa del medio de cultivo en que se encontraba.
2- Secado del extendido:
Se colocaron los portaobjetos en posicion horizontal sobre la corriente de aire
caliente de un mechero.
3- Fijado del extendido:
A la llama: fue el utilizado durante el desarrollo de este trabajo, se efectto
pasando 3 veces el lado del portaobjeto que no tenia la preparacion sobre la llama
del mechero.
4- Técnica de coloracion:
o Se cubri6 el extendido con cristal violeta para Gram y se dejo actuar
por 1 min.
o Selavo con agua corriente durante 10 segundos.
o Se cubri6 con Lugol y se dej6 actuar durante 1 min.
o Selavé con agua corriente durante 10 segundos.
o Se cubri6 con decolorante para Gram. Se dejo decolorar durante 15
segundos.
o Selavo con agua corriente durante 10 segundos.
o Se cubri6 con safranina para Gram y se dejé actuar por 2 min.
o Selavé con agua corriente durante 10 segundos.
o Se secd el extendido en estufa durante 20 min.
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Se llevaron los extendidos a un microscopio 6ptico, se le agrego una gota
de aceite de inmersion y se observaron las muestras con un aumento de 100x para

la lectura de los porta objetos a la maxima apertura de luz.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizé material de origen bovino,
obtenido de un establecimiento que cuenta con las correspondientes
habilitaciones de SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad

Agroalimentaria) para su funcionamiento y comercializacion.

5.1 Material, tejido osteocondral

Los ensayos fueron realizados con muestras de tejido bovino. Para los
correspondientes al hueso propiamente dicho, se seleccion6 la tibia bovina por
sus caracteristicas morfologicas y fisiologicas, utilizando solamente la diafisis del
mismo (zona alargada del hueso, también denominada cana).

Para los ensayos que corresponden a tendones y cartilagos se trabajé con
los que se obtienen de la articulacion a nivel de la rodilla y tobillo del animal por
encontrarse en cantidad sobre estas zonas.

El tamatio de las muestras analizadas, presentaban un tamafo inferior a 5
cms3.

El procesamiento de los tejidos se realizd6 de acuerdo a la disposicion
3266/2013 de la ANMAT la cual establece las buenas practicas de fabricacion de
productos médicos, brindando al desarrollo de las actividades, las condiciones
ambientales necesarias para poder llevar a cabo las diferentes actividades
propuestas, esto incluye aspectos relevantes como manipulacién en condiciones
adecuadas BPM (Buenas Practicas de Manipulacion), técnicas microbiologicas,

condiciones de trabajo especificas, elementos y materiales especificos.8

5.2 Determinacion de la carga microbiana en el tejido osteocondral

bovino

La determinacion de la carga microbiana de los tejidos osteocondrales, se
realiz6 en forma directa, sin tratamiento previo del material, donde luego de la
preparacion de los medios correspondientes, se realizd, sobre el tejido, un
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hisopado a las diferentes muestras (hueso, tendén y cartilago), se sembraron las
placas y fueron colocadas a incubar en la estufa de cultivo durante 24 h a 37 °C.

Por otra parte, se realizO un homogeneizado (se coloco el tejido
osteocondral en contacto con agua) de cada una de las muestras, en donde se
tomo 100 pl del homogeneizado y se sembroé en placas de ATS, las cuales fueron
llevadas a estufa de cultivo para incubar durante 24 h a 37 °C.

Luego de la incubacion de las placas, se realizO una observacion
macroscopica y se realizaron picos de flauta de las colonias morfol6gicamente
diferentes. Los picos resultantes fueron llevados a estufa durante 24 h a 37 °C con
su correspondiente identificacion. Cada una de las muestras se analiz6 mediante
tincion de Gram y en medios de cultivos selectivos y diferenciales (Agar manitol
Salado y Levine).

Para evidenciar la presencia de microorganismos en el tejido osteocondral
analizado se utilizaron 2 metodologias:

1- Recuento en placa: es un método de recuento de células viables
(célula capaz de dividirse y originar descendencia). Se cuentan las
células de una muestra que son capaces de formar colonias cuando
se inoculan en un medio de cultivo s6lido adecuado. Hay 2
modalidades de siembra: en profundidad y en superficie, la
desarrollada en el trabajo fue la segunda y que consiste en colocar
un volumen de la muestra (100 pl) sobre la superficie de la placa
que contiene el medio y se extiende con la ayuda de una espatula de
Drigalsky. Una vez inoculadas, las placas se incubaron en estufa de

cultivo durante 24 h a 37 °C.28

Se realiz6 recuento en placa por técnica de microgota en la cual se sembraron 10
ul de muestra.

También se realiz6 siembras para determinar crecimiento selectivo y
diferencial, para ello, se utiliz6 (Chapman) y agar con eosina y azul de metileno.
Se sembraron 2 placas, en donde una contenia AMS y en la otra EMB, se dejo

incubar durante 24 h a 37 °C y se analizaron los resultados.
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5.2.1 Observacion microscopica de microorganismos presentes en el

tejido osteocondral

Se procedi6 a realizar la observacion microscépica de microorganismos
presentes en la superficie del tejido osteocondral. Para ello, se realiz6 la técnica
de tincion de Gram, anteriormente descripta, para las 3 muestras de tejido
osteocondral bovino, es decir para hueso, cartilago y tendon. Obtenido el

extendido, se observd al microscopico 6ptico con aumento de 100x.

5.3 Evaluacion de la actividad de desinfectantes

Desinfectantes propuestos para el tratamiento de las muestras
Los tratamientos propuestos son con diferentes agentes desinfectantes
acidos y basicos a dos tiempos de contacto distintos:
- Etanol 70° en contacto durante 10 y 20 min (C2HsOH 96°).
- Etanol 96° en contacto durante 10 y 20 min (C2HsOH 70°).
- Peroxido de Hidrogeno 10% en contacto durante 10 y 20 min (H20-).

- Acetona en contacto durante 10 y 20 min (C3HsO).

Se realiz6 una prueba de desafio entre los diferentes tratamientos
propuestos y asi poder determinar la eficacia de los mismos (tabla 1). Mediante
este ensayo se obtuvo informacién importante acerca de la eficacia del proceso,
de la preparacion de las muestras y las soluciones, de las posibles condiciones de
almacenamiento y se estimo el posible periodo de utilizacion y conservacion del
material. Para la evaluacion de la actividad de los desinfectantes y antisépticos se

aplico el método de suspension cuantitativa de la Union Europea BS EN 1276.

1- Los productos se evaluaran en tres concentraciones incluyendo la
concentracion de uso recomendada y otras dos experimentales para su
posterior comparacion.

2- Luego del tiempo de contacto (10 6 20 min), se agregd 1 mL de la muestra
a 8 mL de neutralizante y 1 mL de agua.
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3- Luego de 5 min de neutralizacion, se realizaron las siguientes diluciones
de las muestras tratadas con el desinfectante en (CTS): 10-1, 10-2, 10-3.
Para ello se coloc6 0,9 mL de CTS en un tubo eppendorf y agrego 0,1 mL
de la muestra (dilucion 1/10). De esta solucion se tomé 0,1 mL y se coloco
en un nuevo tubo eppendorf que contenia 0,9 mL de CTS (dilucién 1/100).
A partir de esta soluciéon se tomo6 0,1 mL y colocé en un nuevo tubo
eppendorf que contenia 0,9 mL de CTS (dilucién 1/1000). Se sembro6 0,1
mL de cada dilucion y de la muestra sin diluir en placas de ATS.

4- Paralelamente se efectuaron los siguientes controles:

CONTROL A: 9 mL de agua + 1 mL de suspension bacteriana. Se realizo
una dilucién 1/1000 en CTS. Se sembro6 0,1 mL en medio sélido (ATS).
CONTROL B: 8 mL del neutralizante + 1 mL de agua + 1 mL de suspension
bacteriana. Se realiz6 una dilucion 1/1000 en CTS. Se sembr6 0,1 mL en
medio sdlido (ATS).

Este control permite evaluar si el neutralizante posee actividad inhibitoria.
CONTROL C: Se colocaron 0,8 mL de agua + 0,2 mL del desinfectante en
un tubo de ensayo. Se le agreg6 8 mL del neutralizante. Luego de 5 min de
contacto a temperatura ambiente, se coloc6 1 mL de la suspension
bacteriana. Luego de 5 min se realiz6 una diluciéon 1/1000 en CTS. Se
sembroé 0,1 mL en medio s6lido (ATS).

Este control permite evaluar si el desinfectante ha sido neutralizado.

5- Seincub6 durante 24 h a 37 °C.

Tabla 1. Condiciones ensayadas en el Método de suspension cuantitativa de la Uniéon Europea
BS EN 1276.

A1 A2 A3
Concentracion de 1la solucion
(H:20/desinfectante) mL 0,05/8,95 = 0,1/8,9 0,2/8,8
cepa S. aureus ATCC 29213
1,5 - 5 x 108 UFC/mL 1mL 1mL 1mL

(Cultivo de 18 h)
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A1: contiene 8,95 mL de agua + 0,05 mL del desinfectante/antiséptico + 1 mL de
la suspension bacteriana.

A2: contiene 8,90 mL de agua + 0,1 mL del desinfectante/antiséptico + 1 mL de
la suspension bacteriana.

A3: contiene 8,8 mL de agua + 0,2 mL del desinfectante/antiséptico + 1 mL de la
suspension bacteriana.

La suspension bacteriana utilizada, se obtiene de la cepa S. aureus ATCC 29213,
se prepar6 una solucion correspondiente al 0,5 de la escala de McFarland por

densitometria.

Para que una determinada concentracion del desinfectante sea bactericida,
tiene que producir una reduccion de 105 en el recuento bacteriano (5 log).
Para que el neutralizante sea efectivo, el recuento bacteriano en el control

C no debe ser inferior al 50 % del recuento del control A.

5.3.1 Neutralizante utilizado

La preparacion y utilizacion del neutralizante fue para demostrar la
actividad del desinfectante, es por ello, que se comparan los controles con las
soluciones problemas, en donde lo controles no presentan actividad
desinfectante, debido a que el neutralizante inhibe su actividad microbicida. En
cambio en las muestras problema, debido a la ausencia del neutralizante, los
agentes desinfectantes propuestos mantienen su actividad. Por lo tanto, la
diferencia en el recuento de las muestras controles y problema, sera el resultado

de la actividad biocida de los desinfectantes ensayados.

Formula de preparacion:

- 15 mL Tween 80.

- 3,125 mL Bisulfito de Sodio al 40%.
- 1,961 gr de Tiosulfato Sédico.

- ¢.s.p 250 mL diluyente (CTS).
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Las placas fueron rotuladas (Hueso — Tend6n — Cartilago) y se las dividio
en cuartiles.

En cada siembra se colocaron 10 pul de muestra, los ensayos se realizaron
por triplicado.

El analisis de crecimiento/inhibicion microbiana posterior a los

tratamientos propuestos se determiné de la siguiente manera:

1- Recuento de UFC/mL en el lugar de siembra de microgota, en cada cuartil
de la placa.
2- Calculo del promedio del recuento en cada cuartil (recuento por

triplicado).

Una vez realizado los ensayos y los controles correspondientes, se
seleccion6 el desinfectante de mayor actividad antimicrobiana, el cual fue

utilizado para las pruebas sobre el tejido osteocondral bovino.

5.4 Descripcion y desarrollo del test “in-use”

A continuacion se realiz6 el test “in — use”, en donde se sumergio el
material osteocondral en tres recipientes diferentes, se utilizaron frascos
estériles, para evitar contaminacién externa y se trabajé en condiciones de
esterilidad, se realiz6 la prueba en el tejido osteocondral bovino con el
tratamiento seleccionado de acuerdo a los resultados obtenidos del punto 5.3,

para ello se realizaron una serie de soluciones que se describen a continuacion:

1. Tejido osteocondral + buffer fosfato (10 mL).

Se lo deja en contacto por 60 min (figura 14).

2. Tejido osteocondral + buffer fosfato (9o mL Buffer + 10 mL de suspension
bacteriana correspondiente al 0,5 de la escala de McFarland).

Se lo deja en contacto durante 60 min (figura 15).
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3. Tejido osteocondral (del paso 2) + alcohol 96° (100 mL del desinfectante

durante 20 min).

Una vez finalizado el tiempo mencionado, se realizan 6 diluciones (1 en 10)
en donde se coloca 0,9 mL de CTS y 0,1 mL de la suspension en contacto con el
tejido osteocondral. Luego de esta solucion, se toma 0,1 mL y se lo agrega a 0,9
mL de CTS, asi sucesivas veces hasta llegar a las 6 diluciones.

Luego se sembraron las 6 muestras en una placa de Petri, por la técnica de
la microgota y se colocaron en estufa durante 24 h a 37 °C, (como se describe en
el punto 5.3).

Luego se procedi6 al recuento de UFC/mL para determinar la efectividad

del desinfectante bajo estudio.

5.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron realizados por triplicado en tres ensayos
independientes. Se calculé la media y desviacion estandar de los valores
obtenidos en cada ensayo. Los graficos representan los resultados expresados
como media + desviacion estandar. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el
test de t de Student con un nivel de significancia del 95%. Un *p<0,05 fue

considerado significativo
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6. RESULTADOS

6.1 Estudio microbiologico

En la naturaleza, la mayoria de los microorganismos no se encuentran
aislados, sino integrados en poblaciones mixtas. Para llevar a cabo el estudio de
estos microorganismos y de sus propiedades, es necesario intentar separar unos
de otros y trabajar con especies aisladas, obteniendo cultivos axénicos o puros.24

Un cultivo axénico o puro es aquel que contiene un soélo tipo de
microorganismo y que procede de una sola célula; el crecimiento de ésta origina,
en medio sélido, una masa de células facilmente visible que recibe el nombre de
colonia.29

Para obtener cultivos puros a partir de una poblaciéon microbiana mixta, se
utilizan las denominadas técnicas de aislamiento. En un principio, Lister utilizo
diluciones seriadas en medio liquido con esta finalidad, pero la presencia de
contaminaciéon, es decir, de microorganismos no deseados, dificulté el
aislamiento. La escuela de Robert Koch introdujo los medios sélidos,
complementados con agar, y las placas de Petri en Bacteriologia, permitiendo asi
la separacidn fisica de las colonias sobre la superficie del medio de cultivo o en el
interior del mismo. El aspecto de las colonias sirve para diferenciar distintas

especies microbianas.24

6.1.1 Resultado de la tinciéon de microorganismos.

Una vez obtenido los extendidos y luego de haber realizado los pasos
correspondientes de la tincion de Gram (Figura 6), se obtuvieron los portaobjetos
con las muestras para su observacion al microscopio 6ptico.

La bacterias Gram positivas se observan de color violaceo, mientras que
las bacterias Gram negativas se observan de color rosado-rojizo.

Como se mencion6 anteriormente, una vez obtenido el extendido, se lo

cubrié con aceite de inmersion y se observd al microscopico 6ptico, con un
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objetivo de 100X para la lectura de los portaobjetos, se utiliz6 la maxima apertura

de luz (Figura 7).

Figura 6. Extendidos resultantes de la Tincién de Gram de las 3 muestras biologicas bovina (de

izquierda a derecha: Tend6n — Cartilago — Hueso).

Figura 7. Imagen de microscopia Optica representativa de los microorganismos presentes en las

muestras de tejido osteocondral luego de la Tincion de Gram. Amento 1000x.

Resultados de la tincion

En las 3 muestras analizadas, los resultados observados son los siguientes:
. Hueso: cocos Gram positivos y cocos Gram negativos; bacilos Gram
positivos y bacilos Gram negativos.
. Tendén: cocos Gram positivos y cocos Gram negativos; bacilos Gram
positivos y bacilos Gram negativos.
. Cartilago: cocos Gram positivos y cocos Gram negativos; bacilos Gram

positivos y bacilos Gram negativos.
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Los microorganismos denominados cocos, presentan una forma
redondeada, mientras que los bacilos presentan una estructura alargada.

Analizando la figura 7, los cocos Gram positivos son los que se observan
redondos y de color lila. Los cocos Gram negativos se observan redondos y de
color rosado. Mientras que los bacilos Gram positivos son alargados y de color lila
y los bacilos Gram negativos son alargados y de color rosa.

Los resultados son idénticos en las 3 muestras, esto se debe a que el tejido
osteocondral se encontraba almacenado en el mismo lugar, por lo cual los
microorganismos colonizadores son los mismos.

En cuanto a los resultados de las muestras que se sometieron a medios de
crecimiento selectivo, arrojaron resultados negativos para E. coli, pero si se
obtuvo crecimiento microbiano. En la placa de Chapman, el resultado para

estafilococos también resulto negativo.

6.1.2 Evaluacion de la actividad de tratamientos de desinfeccion

propuestos

Luego de la aplicacion de los tratamientos propuestos, continuamos por el
recuento de colonias formadas en las placas. Estas colonias, son el resultado de
la siembra por técnica de microgota, luego de su incubacién, en donde las placas
fueron divididas en cuatro partes y se sembraron los 10 uL de la suspension.

Los resultados positivos o negativos, variaron segin la efectividad del
tratamiento, como asi también del tiempo en contacto como el tipo de
desinfectante utilizado.

Para un recuento mas sencillo, se trabajo con las cuatro tltimas diluciones.

El control A (Ca), por no contener desinfectante, tendra un 100% de
crecimiento de microorganismos, lo cual nos servird de referencia para los
calculos de inhibicion.

El control B (Cb) contiene solo neutralizante, agua y la suspension
bacteriana, por lo cual, el crecimiento bacteriano deberia ser semejante al control
A (Ca).
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El control C (Cc) contiene el desinfectante, por lo cual la reduccién

bacteriana deberia ser considerable comparada con los controles Ay B.

La muestras A1, A2 y A3 son los tratamientos propuestos siguiendo los
pasos de la norma descripta anteriormente en la tabla 1, en donde lo que varia, es
la cantidad del desinfectante que se pone en contacto con la suspension
bacteriana que deseamos inhibir.

Los resultados obtenidos, muestran en todos los casos, una disminucion
en la concentracion inicial de la carga microbiana, lo cual demuestra que los
microorganismos son sensibles a los esquemas de desinfectantes propuestos, ya
que la disminucion del recuento de microorganismos posterior al tratamiento es
de por lo menos 1x10¢ UFC/mL.

Luego de realizar el recuento de (UFC/mL) de muestra sembrada en las
placas al finalizar cada uno de los respectivos tratamientos propuestos, se calculd
el porcentaje de sobrevida.

Para esto, se calcul6 la diferencia entre las UFC/mL de la muestra control,
es decir, muestra Ca que contenia 9 mL de agua + 1mL de suspension bacteriana,

respecto al recuento de UFC/mL luego de la aplicacion de los 8 tratamientos.

En la figura 8, se compara la actividad bactericida del alcohol 70° a dos
tiempos diferentes. Las barras Ca, Cb y Cc son el resultado de los controles
propuestos para determinar la carga bacteriologica inicial de las muestras a
analizar y las barras A1, A2 y A3 son el resultado luego de la actividad inhibitoria
del alcohol 70°. Analizando la capacidad bactericida de este desinfectante segiin
el tiempo en contacto, se observa una efectividad levemente superior cuando el
tratamiento con el desinfectante es de 10 min que con 20 min. Pero en ambos

casos la disminucion luego de los dos tratamientos es significativa con un p<0,05.
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B ALCOHOL 70 20°

Figura 8. Recuento de UFC/mL luego de los controles y del tratamiento con alcohol etilico 70°

durante 10 6 20 min. *p<0,05 respecto del control (Ca).

El andlisis de la figura 9 se puede observar la actividad bactericida del

perdxido de hidrogeno a dos tiempos diferentes (10 y 20 min). Las barras Ca, Cb

y Cc son el resultado de los controles para determinar la carga bacteriologica

inicial de las muestras a analizar y las barras A1, A2 y A3 son el resultado luego

del recuento bacteriologico posterior al tratamiento con peréxido de hidrogeno.

Analizando la capacidad bactericida de este desinfectante segun el tiempo en

contacto, se observa una efectividad levemente superior cuando el tratamiento

con el desinfectante es de 10 min sobre el de 20 min, aunque la carga inicial en

los controles, resulto ser mayor para el tratamiento de 20 min. En ambos

tratamientos la disminucién de la carga bacteriologica inicial de los controles

respecto a las muestras tratadas es significativa para un p<o0,05.
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Figura 9. Recuento de UFC/mL luego de los controles y del tratamiento con peréxido de

hidrégeno durante 10 6 20 min. *p<0,05 respecto del control (Ca).

En este caso, el tratamiento de las muestras se realiz6 con alcohol 96°. En
la figura 10 se puede observar la actividad bactericida del alcohol 96° a los dos
tiempos propuestos (10 y 20 min). Las barras Ca, Cb y Cc son el resultado de los
controles iniciales para determinar la carga bacteriol6gica de las muestras a
analizar y las barras A1, A2 y A3 resultan del recuento bacterioldgico posterior al
tratamiento con alcohol 96°. Analizando la capacidad bactericida de este
desinfectante segin el tiempo en contacto, se observa una efectividad superior
cuando el tratamiento con el desinfectante es de 20 min sobre el de 10 min. Esta
diferencia, en cuanto a la inhibicién bactericida por el tiempo de contacto, es la
que resulta mayor y mas evidente respecto a la de los otros tratamientos con los
desinfectantes propuestos. Asi mismo, tanto a los 10 min como 20 min de
tratamiento la disminucion de la carga bacteriolégica inicial respecto a las

muestras iniciales de control es significativa para un p<o0,05.
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Figura 10. Recuento de UFC/mL luego de los controles y del tratamiento con alcohol etilico 96°

durante 10 6 20 min. *p<0,05 respecto del control (Ca).

El andlisis de la figura 11 se puede observar la actividad bactericida de la
acetona pura, a dos tiempos diferentes (10 y 20 min). Las barras Ca, Cb y Cc son
el resultado de los controles para determinar la carga bacterioldgica inicial de las
muestras a analizar y las barras A1, A2 y A3 son el resultado luego del recuento
bacterioldgico posterior al tratamiento con el solvente. Analizando la capacidad
bactericida de la acetona pura segin el tiempo en contacto con las muestras, se
observa una efectividad levemente superior cuando el tratamiento de 10 min
sobre el de 20 min, aunque la carga inicial en los controles, resulto ser mayor para
el tratamiento de 20 min, por lo cual podria ser la causa de dicha diferencia En
ambos tratamientos (acetona pura 10 min y acetona pura 20 min) la disminucion
de la carga bacteriologica inicial de los controles respecto a las muestras tratadas

es significativa para un p<o0,05.
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Figura 11. Recuento de UFC/mL luego de los controles y del tratamiento con acetona pura durante

10 6 20 min. *p<0,05 respecto del control (Ca).

Luego de los ensayos mencionados y analisis de las gréficas, las
conclusiones parciales obtenidas hasta el momento, son que de los tratamientos
propuestos, quienes lograron una mayor disminucion de la carga bacteriana son:
alcohol 70° 10 min, peroxido de hidrégeno 10 min, alcohol 96° 20 min y acetona
pura 10 min.

Integrando los resultados obtenidos de las graficas anteriores, en la figura
12 se muestran los 8 tratamientos desarrollados y como varia el recuento
bacteriologico inicial (Ca), respecto al recuento de bacterias que sobreviven a
medida que las concentraciones de desinfectante van creciendo (A1, A2 y A3)
expresado en UFC/mL En todos los casos, la disminucion resulta evidente y las
graficas muestran como el recuento disminuye luego del tratamiento con los

desinfectantes ensayados.
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Figura 12. Se observa la sobrevida de los microorganismos en UFC/mL para cada tratamiento
propuesto en su respectiva concentracion y tiempo de contacto. La reduccion en el recuento,
denota la accién del desinfectante sobre la suspensién bacteriana. *p<0,05 respecto del control
Ca.

También, a partir de la figura 12, se puede observar que el tratamiento que
presenta un recuento de UFC/mL menor, es el alcohol 96° cuando el tiempo de

contacto es de 20 min, sobre los otros 7 tratamientos propuestos y desarrollados.

Tabla 2. Comparacién de la efectividad de los 8 tratamientos propuestos (cada desinfectante en

los 2 tiempos de contacto). Se calcul6 el porcentaje de inhibicion y de sobrevida bacteriana.

% SOBREVIDA % INHIBICION % TOTAL

ALCOHOL 96 10°
ALCOHOL 96 207
ALCOHOL 70 107
ALCOHOL 70 207
H202 107
H202 20
ACETONA 10
ACETONA 20~
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Como puede observarse de la tabla 2 y figura 13, el tratamiento que luego
de su aplicaciéon y periodo de accion nos otorga un porcentaje de inhibicion
mayor, es el alcohol 96° cuando actiia durante 20 min. Por lo tanto, el tratamiento
seleccionado para tratar las muestras de tejido osteocondral y realizar los ensayos
en forma directa y analizar su efectividad es el alcohol 96° en un tiempo de acciéon

de 20 min.

20 -

Ml

ALCOHOL 96 10'§ ALCOHOL 96 20" | ALCOHOL7010° ALCOHOL 70 20° H202 10 H202 20° ACETONA 10° ACETONA 20"

% de sobrevida

Figura 13. Porcentaje de sobrevida de los ocho tratamientos propuestos. De esta forma se
visualiza rapidamente cuél de ellos otorga mejores resultados, en cuanto a menor es su porcentaje

de sobrevida bacteriologica luego del recuento de UFC/mL de cada placa.
6.2 Seleccion del desinfectante

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de desafio individual
con los desinfectantes propuestos, el alcohol al 96° durante 20 min de contacto
con la soluci6on bacteriana, fue quien arrojo una mayor inhibicién de
microorganismos.

Por lo tanto, fue el procesamiento que se seleccion6 para tratar al tejido

osteocondral bovino.

Una vez que al material se lo expuso a las soluciones anteriormente
mencionadas (descripcion test “in-use” punto 5.4), los resultados obtenidos, son

los que se describen a continuacion.
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El agregado de buffer fosfato en el frasco estéril que contiene el tejido
osteocondral como se observa en la figura 14, es para hidratar la muestra y darle

el medio acuoso para continuar con el desarrollo del tratamiento.

Figura 14. Frascos estériles que contienen los 10 mL del buffer fosfato y la muestra de tejido
osteocondral bovino (hueso, tendén y cartilago), el tiempo de contacto entre el buffer y el tejido

fue de 60 min.

Posteriormente, se le agrega nuevamente una solucion conformada por 9o
mL de buffer fosfato y 10 mL de suspension bacteriana correspondiente al 0,5 de
McFarland, donde se utilizo6 la cepa S. aureus ATCC 29213. Las muestras de tejido
osteocondral se dejan en contacto en esta solucion durante 60 min, tiempo para
que las bacterias puedan adsorberse sobre la superficie del tejido bovino como se
observa en la figura 15.

Luego el tejido osteocondral, en los tres casos, se lo retir6 de los frascos
que los contenian y se lo coloc6 en un nuevo frasco estéril con el desinfectante
seleccionado (alcohol 96°) durante el tiempo que otorgo mayor inhibicién
bacteriana en las pruebas de control, es decir durante 20 min.

Una vez finalizados los 20 min de contacto, se realizan las 6 diluciones
anteriormente mencionadas (1/10, donde se coloc6 0,9 mL de CTS y 0,1 mL de

la solucidén en contacto con el tejido osteocondral.
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Figura 15. El tejido osteocondral, luego de haber estado en contacto con la soluciéon buffer fosfato,

se lo sumerge en una nueva soluciéon compuesta por 9o mL de buffer fosfato y 10 mL de una

suspension bacteriana de S. aureus ATCC 29213.

Posteriormente, como se observa en la figura 16, se sembraron las
muestras correspondientes a cada una de las muestras tratadas, en una placa de
Petri, por la técnica de la microgota y se colocaron en estufa de cultivo durante 24
h a 37 °C. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se procedio al recuento de
UFC de cada placa y se calcularon las UFC/mL para determinar la efectividad del
tratamiento propuesto.

Una vez finalizado el proceso de incubacion de las placas de Petri, se
continud por su andlisis y recuento bacteriano.

Como era de esperar, en la placa 1 de la figura 16, se observa un gran
crecimiento bacteriano, ya que la solucion que se sembrd correspondia a la
resultante del contacto directo del tejido osteocondral con 10 mL del buffer
fosfato durante 10 min. Por lo cual el crecimiento bacteriano es muy marcado y
se observa un gran nimero de UFC/mL producto de la presencia de bacterias en
la muestra bovina desde su origen.

En la placa central (placa 2) de la figura 16, el desarrollo bacteriano
corresponde a la siembra de la solucién que se obtuvo como resultado del paso 2,
es decir, 90 mL de buffer fosfato y 10 mL de la suspension bacteriana en contacto
con el tejido osteocondral durante 60 min. Como puede observarse en la figura,
el crecimiento bacteriano es marcado y las UFC/ml disminuyen a medida que

aumentan las diluciones.
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En la placa 3 de la figura 16 se observa el crecimiento bacteriano producto
de la siembra de la muestra obtenida del paso 3, (tejido osteocondral obtenido
del paso 2 del tratamiento, es decir tejido sumergido en 100 mL de etanol 96°
durante 20 min). Como puede verse, el crecimiento de UFC/ml es nulo, por lo
cual el resultado del tratamiento propuesto resulta eficiente.

Por lo tanto, podemos concluir que el alcohol 96° en contacto con el tejido
osteocondral durante 20 min nos otorga valores de desinfeccién aceptable para

ser utilizado como agente de desinfeccion en el tratamiento de muestras

biolégicas para su posterior procesamiento y utilizacién como implante.

Figura 16. Imagen representativa de las placas luego de la siembra por técnica de microgota y
posterior incubacién en estufa de cultivo a la temperatura de 37 °C durante 24 h. En la placa 1 se
sembrd la solucion que contenia buffer en contacto con el tejido osteocondral, es decir el paso 1.
En la placa 2 se sembro la solucion buffer mas la solucion bacteriana, es decir el paso 2 del
tratamiento. En la placa 3 se sembr6 la solucién que se obtuvo de colocar el tejido osteocondral
pos contacto con la suspension bacteriana y buffer con el alcohol 96° durante 20 min, es decir el

paso 3 del tratamiento.

6.3 Modificaciones macroscopicas en la estructura y propiedades

biomecanicas del tejido osteocondral
El tejido osteocondral expuesto al proceso de lavado y descontaminaciéon

propuesto, luego de finalizado el tiempo especificado, no presento cambios fisicos

sobre su superficie ni en su coloracion.
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El tendo6n y cartilago bajo estudio, no sufri6 alteracion es su estructura,
permaneci6 sin modificacion la distribucién de sus componentes, no se modifico
su flexibilidad como asi tampoco su tamano. El tejido 6seo no sufrio
modificacion, por el contrario, el lavado ayudo a “destapar” las cavidades internas
llamadas trabéculas, eliminando restos de medula y vasos sanguineos que
conforman la estructura interna propia del hueso.3°

En los 3 casos, luego del contacto con el alcohol 96°, el material present6
una considerable reduccion de su contenido graso, resultado de suma
importancia a considerar este procedimiento para optimizar y facilitar el lavado

del tejido.

6.4 Posibles condiciones de almacenamiento y periodo de
conservacion del producto luego del proceso de lavado y

desinfeccion

Para el estudio de la conservacion y almacenamiento del tejido
osteocondral, se propone envasarlo en doble papel pouch, sellarlo y conservarlo
en ultra frezzer a una temperatura de -70 °C y realizar ensayos microbiologicos
luego de 3, 6 y 12 meses posteriores al envasado.

La metodologia a aplicar seria un test “in-use” del tejido como se mencion6
y desarrollé durante el presente trabajo.

Estudios mencionan que hasta 5 afios podria ser conservado el tejido
osteocondral sin modificar su estructura, composicion y parametros

microbioldgicos si su temperatura de conservacion permanece a -70 °C.30-3t
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7. DISCUSION Y CONCLUSION

Tal como se describi6é al comienzo de este trabajo, desde hace cientos de
anos, el interés del hombre por remplazar parte del cuerpo dafiado, por otro de la
misma especie sano y en perfectas condiciones continta siendo un desafio en la
actualidad, se han realizado muchos avances y aciertos hasta el momento pero
queda mucho por continuar descubriendo.

La dificultad por obtener piezas humanas para su procesamiento resulta
uno de los factores de mayor dificultad, pese a las campanas realizadas, como asi
también la concientizacion de la poblacién en la importancia que a esto se refiere.
Por tal, motivo es que resulta de suma importancia que el material sea procesado
de manera eficiente y eficaz, para garantizar la calidad y funcionalidad del
implante, evitando cometer errores que nos obliguen al descarte del mismo. Es
por ello, que el tejido de origen bovino, resulta una alternativa a este problema,
ya sea para la obtencion de implantes, como asi también en el estudio del
procesamiento del tejido biologico, ya que por sus caracteristicas presenta
comportamiento similar al tejido humano, permitiendo extrapolar los resultados
y evitar cometer ciertos errores.

En cuanto a la seleccion del desinfectante, se puede concluir, que en todos
los casos se observé una disminucién de la carga microbiana, confirmando un
efecto positivo sobre el material biol6gico. El que otorgd una mayor inhibicién
microbiana fue el alcohol 96°; de esta manera, se confirma lo afirmado por
Obando Centeno, en su trabajo publicado en noviembre de 2018.32

Si bien, esta demostrado y comprobado que el alcohol 70° es el utilizado
para la descontaminacion de superficies ya que produce precipitacion y
desnaturalizacion de proteina y lesiona la membrana citoplasmética. Actia por
su poder bactericida sobre las formas vegetativas bacterianas de Gram positivas
como de Gram negativas, es tuberculicida, fungicida y viricida, incluyendo CMV,
VIH y VHB, pero no actiia sobre esporas. Este efecto se debe a que genera una
deshidratacion mas lenta sobre la membrana de los microorganismos. La
precipitacion y desnaturalizacion de proteinas depende de la presencia de agua y
materia organica presente.3 32

50



Por lo tanto, el motivo de los resultados obtenidos se deben al efecto de las
diluciones que se requieren para la preparacion de las muestras, haciendo que el
desinfectante se diluya, por lo cual el alcohol etilico inicial al 96° hace que caiga
dentro del rango de mayor efectividad (85% - 60%) lo que permite un efecto
descontaminante mayor que el alcohol al 70° que por el proceso de preparacion
hace que su concentracion disminuya a valores en donde su efectividad resulta
dificil de demostrar (por debajo de 60%). Otro aspecto positivo y beneficioso que
presenta el alcohol, es su rapida evaporaciéon, su nulo poder residual y facil
eliminacion, haciendo que no queden restos del mismo sobre el material
biolégico.2t 31, 32

Por los aspectos analizados y la bibliografia disponible, podemos afirmar
que mediante el lavado repetido de las muestras con alcohol etilico al 96° y
trabajando bajo buenas practicas de laboratorio, se puede garantizar la
desinfeccion del material bajo esta técnica.

También, se recomienda el procesamiento mediante lavados alternativos
entre los desinfectantes propuestos, ya que la acetona y el peroxido de hidrogeno,
actian como desengrasantes, eliminando la materia organica presente. Para la
eliminacion de los restos de solvente, se podrian realizar enjuagues con solucion
fisiologica y agua destilada.

Se finaliza el proceso con lavados de etanol 96° durante 20 min para luego
su acondicionamiento y almacenamiento correspondiente, de esta forma se
podrian garantizar las condiciones adecuadas en cuanto a la presencia de materia
indeseable y calidad microbiolégica.

El desinfectante propuesto, presenta la ventaja de cumplir con los
requerimientos de un desinfectante ideal, ya que presenta actividad en diferentes
diluciones, no es venenoso ni irritante para la persona que lo manipula (de todas
maneras se debe tomar las precauciones de bioseguridad para preservar la salud
de las personas involucradas en el proceso), presenta actividad a temperatura
ambiente, resulta ser de accidon relativamente alta, y también presenta cierto
grado de resistencia a la presencia de materia organica.

Resulta de suma importancia controlar ciertos factores como: carga microbiana
excesiva, temperaturas elevadas, disminucion de su concentracién producto de
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diluciones, rango de pH fuera del recomendado, correcta manipulaciéon y
formulacion, presencia de materia organica, factores fisico-quimicos y demas
condiciones que pongan en riego el desinfectante resultando imposible garantizar

completamente su condicién de ideal.
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8. PROYECCIONES PARA EL TRATAMIENTO DE TEJIDO
OSTEOCONDRAL HUMANO

Como se describi6 al comienzo del presente trabajo, el tratamiento
propuesto para el procesamiento de muestras de tejido bovino, podria ser
potencialmente transferible al procesamiento de tejido humano e incluso que se
encuentre al alcance de instituciones publicas, para que sean ellas las que le
otorguen el uso y destino apropiado.

Luego de realizadas las investigaciones y analisis correspondiente, los
beneficios que se pueden destacar con el desarrollo e implementaciéon de este
trabajo, son por ejemplo:

. Tener disponibles, protocolizadas y validadas técnicas que otorguen
mejores resultados en el procesamiento de descontaminacion y obtenciéon de
tejido osteocondral, demostrando que no afecta sus propiedades.

. Promover la capacitacion, entrenamiento y manejo de herramientas de la
calidad para el desarrollo de técnicas que permitan la obtencién de un producto
de calidad.

. Determinar si un proceso de esterilizacién final resulta necesario y que
método resulta compatible con el material.

. Extrapolar técnicas descriptas al tejido humano, que por su origen y
metodologia de obtencion resulta dificil su estudio. Evaluar su potencial
transferencia para su utilizacion en tejido osteocondral humano para la
optimizacién o innovacion, en los procesos que se llevan a cabo en los bancos de
tejidos de huesos de nuestro pais.

. Trabajo interdisciplinario entre profesionales de la salud involucrando
diferentes areas como la Odontologia y la Veterinaria.

. Mejorar técnicas de limpieza para acceder a implantes que podrian ser
utilizados por profesionales de la salud, con potencial aplicaciéon de implantes en
animales.

. Proporcionar un producto trazable, documentado que permite evidenciar

conocimientos cientifico-técnicos. Reducir peligros y situaciones inesperadas.
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. Informar y concientizar a la poblacion sobre la importancia de la donacion,

y los diferentes usos y fines que se puede destinar.
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