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Resumen

Los bancos europeos de tejidos recogen, procesan y conservan los tejidos 6seos respetando
protocolos operativos severos. Sin embargo, tales protocolos podrian no ser suficientes para
garantizar la esterilidad completa de las piezas 6seas, sobre todo cuando los periodos de
almacenamiento son muy prolongados. Bioteck S.r.l. ha realizado un proceso de
desantigenizacion enzimatica que puede ser aplicado al tejido 6seo proveniente de cualquier
especie de mamifero, incluido el hombre. En este trabajo, el proceso U.B.T.T. (Universal Bone
Tissue Treatment) de Bioteck ha sido probado sobre 30 muestras de cabezas femorales
humanas, inoculadas con concentraciones altas de tres de las especies bacterianas que por lo
comun provocan la infeccion en las operaciones de cirugia 6sea: S. aureus, B. cereus y E. coli.
La carga bacteriana restante ha sido analizada mediante el método bioburden. Los resultados
muestran que el proceso de desantigenizacion enzimatica Bioteck elimina completamente la
contaminacion bacteriana de las muestras.
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Introduccion

BIOTECK S.r.l. fue fundada en 1995 a fin de aplicar procesos innovadores de
desantigenizacion en los tejidos 6seos humanos. El transplante transferencia de tejido 6seo
entre especies genéticamente diferentes, requiere técnicas bioldgicas especificas, a fin de
separar absolutamente el componente organico de aquel mineral. El proceso de
desantigenizacion enziméatica BIOTECK se basa sobre una mezcla de enzimas tipadas a fin de
eliminar, selectivamente, los residuos orgénicos que puedan activar la reaccion del sistema
inmunitario. El sistema, actuando a 37°, no induce ninguna transformacion en la apatita 6sea,
permitiendo que la parte mineral sea metabolizada por via osteoclastica. Modificando
oportunamente la mezcla de enzimas, el sistema puede ser aplicado a todas las especies de
mamiferos existentes, incluido el hombre. En 2003 fue inaugurada en el establecimiento
BIOTECK, la seccién U.B.T.T. (Universal Bone Tissue Treatment), cuya finalidad es aplicar las
técnicas de desantigenizacion a los tejidos 6seos humanos de donadores. El servicio esta
dirigido a los bancos europeos de tejidos; sin embargo, si bien estos ultimos trabajan
respetando protocolos severos de recogida y conservacion, no es totalmente posible garantizar
la esterilidad absoluta de las piezas 6seas tratadas, sobre todo cuando éstas permanecen
almacenadas por periodos prolongados .

La finalidad del presente trabajo fue evaluar el grado de eficacia del sistema de
desantigenizacion sobre cepas bacterianas presentes en las muestras, considerandolas como
residuos organicos y, por lo tanto, incorporandolas como elemento a eliminar durante la
desantigenizacion

Materiales y métodos

Han sido probadas 30 muestras de cabezas femorales humanas de 5 mm de didmetro tratadas
con una solucién antibiotica de amplio espectro y después congeladas. Tras la descongelacion,
las muestras han sido introducidas en una cdpsula de Petri de 60 mm y sometidas a un ciclo de
4-5 lavados con 10 ml de solucidn fisiologica al 0,85% NacCl. El intervalo entre un lavado y el
siguiente ha sido de alrededor de una hora. Simultaneamente, a partir de un cultivo bacteriano
de 24 horas en terreno sélido, se sembraron en un caldo de Brain Hearth Infusion (Merck KgaA
Darmstadt, Alemania) algunas cepas certificadas, tales como Staphylococcus aureus ATCC
9241, Escherichia coli ATCC 35218 y Bacillus cereus ATCC 9241. Los cultivos bacterianos
fueron incubados a 37°C en aerobiosis durante 24 horas, a fin de obtener una concentracion
bacteriana inicial equivalente a 10°-10° ufc/ml (To). Al concluir el ciclo de lavados en solucién
fisioldgica, todas las muestras se inocularon con 250 pl de las diferentes suspensiones
bacterianas y se incubaron en termostato a 37°C en aerobiosis durante 24 horas. Al mismo
tiempo, se prepard un control de crecimiento (Pc) por cada microorganismo utilizado,



conteniendo sélo 5 ml de caldo.

Al concluir la incubacién, dos muestras por cada microorganismo (Po) se sometieron a un
lavado con 10 ml de solucion fisiol6gica. Entonces, se evalud la carga bacteriana del liquido de
enjuague mediante el método de las diluciones duplicadas, al que siguid el recuento en placa
sobre Nutrient Agar (Merck). La cantidad de bacterias que se adhirieron a la muestra ha sido
expresada como ufc (unidades formadoras de colonias)/m 1 (método Bioburden). Se procedio
de la misma manera para evaluar la concentraciéon de los microorganismos presentes en las
muestras Pc. Las muestras éseas restantes (Pd) fueron sometidas al proceso de
desantigenizacion consistente en la extraccion de proteinas y lipidos.

Al concluir la desantigenizacion, cada muestra Pd ha sido dividida en dos porciones: la primera
fue lavada y el liquido de enjuague se analiz6 con el método Bioburden, mientras que la
segunda fue irradiada a 25 KGray beta.

Al final de la esterilizacién, el producto fue analizado segun la técnica Bioburden.

Resultados

La carga bacteriana que se adhirié a la muestra de hueso tras un periodo de 24 horas de
incubacion a 37°C (Po) fue de 2,09 x 10° ufc/m1 para E.coli y B. Cereus, de 1,70 x 10° ufc/ml
para E. coli de 5,52 x 10’ ufc/ml para S.aureus respectivamente, respecto de la muestra de
control de crecimiento (Pc) que, por el contrario, fue de 6,15 x 10" ufc/m1 para B. Cereus, de
1,16 x 10® ufc/ml para E.coli y de 2,53 x 10° ufc/m1 para S. aureus (Fig. 1).

Cabe destacar que tanto respecto al control (Pc), donde los microorganismos se encuentran en
un entorno ideal de crecimiento, como respecto a la carga bacteriana inicial (To), la carga
bacteriana que se adhiere al hueso (Po) resulté menor que un factor equivalente a 102,
manteniéndose en valores de 10’ para S. aureus, 10° para E. coli y 10 para B. cereus, que
corresponden a un contenido potencialmente infectivo.

En la Fig. 2 se indica la carga bacteriana tras el proceso de desantigenizacion. Notese que
después de este proceso, la cantidad de microorganismos presentes en el hueso tras la
adherencia, se redujo radicalmente hasta una eliminacion casi total de la carga bacteriana para
los tres microorganismos probados. Asimismo, cabe remarcar, que la ausencia de crecimiento
microbiano se mantiene también tras el proceso de radiacion a 25 KGray beta (datos no
mostrados).

Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que el proceso de desantigenizacion impide la replicacién
bacteriana en el tejido 6seo.

La explicacién de este evento podria estar en la finalidad Gltima de este proceso, es decir
aquella de eliminar el componente organico (proteinas y lipidos) de la muestra. En efecto, la
matriz orgénica es la fuente nutricia para los microorganismos y, al faltar, impide su replicacion.
La utilizacion posterior del proceso de esterilizacion mediante radiacion a 25KGray beta puede
ser util para eliminar posibles contaminaciones que se producen durante la elaboracion de la
muestra. Ante tales consideraciones, el proceso de desantigenizacion puede ser considerado
como un método de vanguardia en el &mbito de su sector de aplicacion.



Fig. 1: Concentracién bacteriana (To), carga bacteriana presente en los cultivos de control (Pc)
y concentracidén bacteriana presente en las muestras después de la incubacién durante 24
horas. La concentracion bacteriana sobre las muestras después de la incubacion es alrededor
de 10% veces inferior a aquella inoculada inicialmente

Fig. 2: Concentracidn bacteriana presente en las muestras antes (Po) y después (Pd) del
proceso de desantigenizacion enzimatica

Bioteck. El tratamiento Bioteck anula la carga bacteriana presente en la muestra.



