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SUMMARY

The aims of the study were to: 1) assess the risk of bacterial contamination in equine platelet concentrates (PCs) obtained by the tube method under
three technical conditions (laminar flow cabinet or in a clean laboratory environment both with burner and without burner) 2) identify the critical points
of the process of PCs preparation with risk of bacterial contamination; and 3) identify the potential bacterial contaminants in the process. Bacteriological
samples were taken from the skin (shaved or unshaved) of the venipuncture site in 15 horses, both before and after being disinfected; hands and throat
of the operator; caps of the tubes where the blood was processed; environment where the equine blood samples were collected; laboratory environment;
laminar flow cabinet; bacteriological stove; and PCs obtained under 3 technical conditions. Bacteria were isolated from non-aseptically prepared
equine skin, hands and throat of the operator, and the place where the blood samples were taken. Bacteria were not isolated from tube caps, laboratory
environment, laminar flow cabinet, or PCs. The isolated bacteria were normal biota from equine skin, human skin and throat, and environmental

contaminants. Uncontaminated PCs can be obtained by the tube method in a clean laboratory environment.

Palabras clave: plaquetas, contaminacién bacteriana, equinos.

Key words: platelet, bacterial contamination, equine.

INTRODUCCION

Existe un uso creciente de terapias (biofdrmacos)
aut6logas basadas en células o en factores de crecimiento
como tratamiento de afecciones crénicas degenerativas
del aparato locomotor equino (Sutter 2007, Carmona y
Prades 2009). Afecciones tales como la osteoartritis, ten-
dinopatia del flexor digital superficial y la desmopatia del
ligamento suspensorio han sido tratadas con concentrados
autélogos de plaquetas (APCs) (Waselau y col 2008,
Carmona y col 2009*, Carmona y Prades 2009), aspirados
de medula 6sea (Hertel 2001) y con células madre (Smith
y col 2003). Se han descrito tres métodos generales para
preparar APCs equinos: automatizado (aféresis) (Carter y
col 2003), semiautomatizado “técnicas buffy coat” (Sutter
y col 2004, Schnabel y col 2007) y manual (método del
tubo) (Argiielles y col 2006, Carmona y col 2008). Para
cada uno de los métodos propuestos se ha reportado el
nimero de plaquetas, leucocitos y los niveles de algunos
factores de crecimiento en los APCs. Algunos de los
métodos semiautomatizados existentes y el método del
tubo se han usado clinicamente en caballos con lesiones
del aparato locomotor (Waselau y col 2008, Carmona y
col 2009*P, Carmona y Prades 2009).
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A pesar del uso generalizado de procedimientos tera-
péuticos autélogos basados en factores de crecimiento,
especialmente APCs, para el tratamiento de afecciones
degenerativas del aparato locomotor del caballo (Sutter
2007, Carmona y Prades 2009) y de los conocimientos
moleculares que justifican su aplicacién clinica (Smith
y col 2006, Schnabel y col 2007), no existe informacién
sobre los riesgos de contaminacion bacteriana durante la
preparacién de biofdrmacos aut6logos y sobre el riesgo
potencial o real de la aplicacién de esas sustancias con-
taminadas, especialmente a nivel articular o en las vainas
sinoviales equinas. Los protocolos de obtencién y aplicaciéon
clinica de los biofdrmacos autélogos enfatizan la necesidad
de realizar tales procedimientos bajo condiciones asépti-
cas extremas (Carmona y col 2009*, Carmona y Prades
2009), que exigen el uso de una cdmara de flujo laminar.
Lo anterior limita la preparacién y uso terapéutico de los
biofarmacos en instituciones clinicas especializadas. Este
tipo de restriccién no hace recomendable la utilizacién
de terapias regenerativas, especialmente de APCs, en las
condiciones normales de campo (Carmona y col 2009%°,
Carmona y Prades 2009).

Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) evaluar
el riesgo de contaminacién bacteriana de APCs de caba-
llos obtenidos mediante el método del tubo (Argiielles
y col 2006, Carmona y col 2008), bajo tres condiciones
técnicas diferentes: obtencién en cdmara de flujo laminar,
obtencién en ambiente de laboratorio (cuarto cerrado)
con y sin mechero, 2) identificar los puntos criticos del
proceso de preparacién de los APCs con posibilidad de
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contaminacién bacteriana y 3) identificar las bacterias
contaminantes durante el proceso. La hipétesis fue
que los APCs obtenidos mediante el método del tubo
pueden ser preparados en cualquiera de las condiciones
técnicas propuestas sin ningun riesgo de contaminacién
bacteriana.

MATERIAL Y METODOS

Se evaluo el riesgo de contaminacién bacteriana del
proceso de preparacion de los APCs mediante el método del
tubo (Argiielles y col 2006, Carmona y col 2008), desde la
recoleccion de sangre del caballo hasta la obtencién final
del APC (producto terapéutico) en tres condiciones técnicas
diferentes, en un ambiente de laboratorio limpio (Ritter
y col 2003) con o sin mechero de Bunsen y bajo cdmara
de flujo laminar horizontal. El ambiente de laboratorio
limpio correspondi6 a una habitacién de 4 m?, 18-22 °C
de temperatura ambiental, 70% de humedad relativa y sin
turbulencias de aire. El 4rea limpia tenfa un mesén de acero
inoxidable, paredes y techos pulidos con pintura epdxica,
ventanas de vidrio selladas y piso de cerdmica, faciles de
limpiar. La habitacién fue desinfectada diariamente con
hipoclorito de sodio (500 ppm) u otros desinfectantes
comerciales.

CABALLOS

Se emplearon 15 caballos adultos con edad promedio
de 14 afios (rango: 6-22 afios). Los caballos pertenecian
a una misma escuela de equitacion, por lo que presen-
taban condiciones sanitarias, de alimentacién y manejo
similares.

DISENO DEL ESTUDIO

Se tuvieron en cuenta cuatro aspectos inherentes a la
preparacion de los APCs. Los puntos criticos para cada
uno de los aspectos con mayor riesgo de contaminacion
bacteriana fueron identificados asi: 1) Procedimiento téc-
nico: a) desinfeccidn del sitio de la venopuncién, con o sin
rasurado previo; b) recoleccién de la sangre al romper la
primera barrera de esterilidad de los tubos con citrato de
sodio; c¢) envasado del plasma de primer centrifugado en
los tubos sin aditivo recubiertos de silicona. En ese punto
se pierde la segunda barrera de esterilidad, puesto que es
necesario retirar los tapones de los tubos para el envasado
del plasma; d) obtencién del concentrado de plaquetas.
2) Operario: a) manos y b) garganta. 3) Caballo: sitio de
venopuncién. 4) Medio ambiente: se considerd la posible
contaminacion del producto terapéutico final (APC) con
bacterias ambientales, bien fueran del medio ambiente
en el que se recolectd la sangre o en las tres condiciones
técnicas en las que se prepararon los APCs (numeral 1,
literales c y d).
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CONTROL DE CALIDAD BACTERIOLOGICA DEL PROCESO
DE OBTENCION Y PREPARACION DE LOS CONCENTRADOS
AUTOLOGOS DE PLAQUETAS

Se realiz6 toma de muestras (hisopados) seriadas
para evaluacion bacteriolégica desde: 1) La piel de cada
uno de los caballos, rasurada y sin rasurar, antes de la
desinfeccidn. 2) La piel de cada uno de los caballos (ra-
surada y sin rasurar), luego de ser desinfectada mediante
enjabonado con digluconato de clorhexidina al 0,5% por
8 minutos, aclaramiento alternado con 10 gasas estériles
impregnadas de digluconato de clorhexidina al 0,5% en
solucién y 10 gasas estériles impregnadas de alcohol
etilico al 70%, y aclaramiento final con dos gasas estériles
impregnadas de solucién salina estéril. 3) Previamente
se realizé frotis para cultivo de ambas manos del ope-
rario y de su garganta. Un solo operario prepard todos
los APCs con el objetivo de rastrear (trazabilidad) una
posible contaminacién del producto final. El operario
siempre empled guantes estériles, gorro y mascarilla
quirurgica durante la venopuncién y adicionalmente un
delantal quirdrgico estéril durante la obtencién de los
APCs. 4) Se realizé frotis para cultivo de 180 tapones
de los tubos empleados en la toma inicial de sangre y
en los que se envas6 el plasma de primer centrifugado.
5) Se realizé control microbiolégico de ambiente en el
lugar de la toma de muestra de sangre de los caballos (a
un metro de distancia), en el ambiente de las tres condi-
ciones técnicas evaluadas y en la estufa microbioldgica
donde se incubaron los cultivos. 6) Finalmente, se realizé
control microbiolégico de los APCs obtenidos en las tres
condiciones técnicas evaluadas. En la figura 1 se presenta
una esquematizacion de los puntos de obtencién de las
muestras para cultivo bacteriolégico.

PROCESO DE OBTENCION Y PREPARACION DE LOS
CONCENTRADOS AUTOLOGOS DE PLAQUETAS

Se escogi6 al azar un lado de la piel del cuello (sitio
de venopuncién yugular) en cada uno de los caballos
para efectuar rasurado o no, en funcién del experimento
propuesto. Las muestras siempre fueron tomadas y ana-
lizadas por triplicado en todos los procesos. Se tomaron
162 mL de sangre a cada uno de los caballos en 36 tubos
con citrato de sodio 3,2% v/v (Vacuette®, Greiner Bio-One
Vacuette, Capital Drive Monroe, NC, EE.UU.) (4,5 mL
de sangre por tubo), para cada yugular se usaron 18 tubos
(6 tubos por experimento). Se design al azar el orden de
preparacién de los APC en las tres condiciones técnicas
de obtencién evaluadas. La sangre de ambas venas yu-
gulares de cada uno de los pacientes fue obtenida con un
catéter mariposa 21G (Blood Collection Set, Vacutainer®,
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.). La sangre fue depositada en
tubos con citrato de sodio y centrifugados a 120 g durante
5 minutos. La primera fraccion supernadante (50%) del
plasma, adyacente a la capa leucoplaquetaria (buffy coat),
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Figura 1. Esquema representativo del proceso de preparacion de los concentrados de plaquetas equinas obtenidas mediante el método
del tubo en tres condiciones técnicas diferentes. A) Las muestras bacterioldgicas fueron tomadas de piel equina sin desinfectar (rasurada
0 no). B) La piel fue desinfectada (rasurada o no). C) La piel fue muestreada después de la desinfeccién. D) La sangre fue obtenida
mediante venopuncién yugular y E) depositada en tubos de citrato de sodio. Los concentrados aut6logos de plaquetas fueron procesa-
dos en una (F) cimara de flujo laminar o en el (G) laboratorio sin mechero o (H) con mechero, (I) mediante segundo centrifugado de
plasma equino. J) y K) los concentrados aut6logos de plaquetas fueron sembrados en los diferentes medios de cultivo.

Representative scheme of the preparation process of the equine autologous platelet concentrates obtained by the tube method in three te-
chnical conditions. A) Bacteriological samples were taken from equine skin without disinfection (shaved or not). B) The skin was disinfected (shaved
or not). C) The skin was sampled after disinfection. D) The blood was obtained by jugular venipuncture and E) deposited in sodium citrate tubes. The
autologous platelet concentrates were processed in a (F) laminar flow chamber or in the (G) laboratory without Bunsen burner or (H) with Bunsen
burner from (I) equine plasma of the second centrifuged. J) and K) the autologous platelet concentrates were cultured on several culture media.
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fue obtenida en cada una de las tres condiciones técnicas
evaluadas. Las fracciones obtenidas (segin cada caso)
fueron depositadas en tubos estériles sin aditivo de 10
mL (BD Vacutainer®, BD, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.)
y centrifugadas a 240 g durante 5 minutos. Luego se
extrajo el 25% del plasma del fondo de cada uno de los
tubos en las tres condiciones técnicas evaluadas.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO DE
MUESTRAS DEL OPERARIO

Frotis de garganta: Con la ayuda de un bajalenguas estéril,
se visualiz6 la faringe, se roté sobre la parte posterior de la
faringe un hisopo estéril de manera suave pero firme. La
muestra se sembr6 inmediatamente mediante la rotacién
de toda la superficie del hisopo sobre el primer cuadrante
de inoculacién en la placa de agar sangre de cordero al 5%,
luego se extendié con un asa estéril por los tres cuadrantes
restantes de la placa y se incubd a 37 °C en atmdsfera de
CO, (5-10%) durante 24 horas. Los cultivos negativos
se reincubaron hasta 48 horas. El frotis de garganta se
realiz6 para detectar si el operario era portador o no de
Streptococcus pyogenes.

Frotis de manos: Se utilizaron tubos tapa rosca con 2
mL de agua peptonada al 0,1% como diluyente e hiso-
pos de algodon estériles. Se humedeci6 el hisopo en el
diluyente, se roté sobre la superficie de la palma de la
mano, luego se lavd el hisopo en el diluyente y se dren6
el exceso de liquido en la pared del tubo. Se realizé el
mismo procedimiento de la zona entre los dedos y bajo
las uiias, se repitié la misma operacién con la otra mano.
Al finalizar el lavado se quebr6 el palillo del hisopo y
se dejo caer la porcién con algodén dentro del tubo con
diluyente. Con la ayuda de un agitador tipo Vortex se
agitaron fuertemente los tubos con el diluyente para
lograr un buen lavado de los hisopos. Luego se sembro
0,1 mL del liquido de lavado en la superficie de una
placa con agar sangre de cordero al 5% y una placa de
agar Mac Conkey, mediante un asa de platino en forma
de zigzag. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24
horas. La toma de muestra de las manos del operador se
realizé para detectar si era portador de Staphylococcus
aureus, E. coli y/o coliformes fecales.

El recuento de colonias se realizé al dia siguiente de
la incubacién. Se eligieron las placas de agar sangre que
contenian entre 20 y 200 colonias aisladas. Se contaron
todas las colonias que mostraron B-hemdlisis. Ademds, se
tuvieron en cuenta las reacciones caracteristicas de fermen-
tacion o no de lactosa de coliformes fecales en agar Mac
Conkey. La identificacién de todas las colonias se realiz6
mediante sistemas comerciales Staph API® (bioMérieux,
Francia) y Crystal™ Enteric/Nonfermenter (BBL™, BD,
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.).
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OBTENCION Y PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO DE LAS
MUESTRAS DE PIEL DE LOS CABALLOS

Las muestras fueron recolectadas en un tubo estéril
con 2 mL de agua peptonada al 0,1% como diluyente.
El 4rea de venopuncién fue muestreada al colocar el
hisopo sobre el pelo o en contacto con la piel rasurada,
antes y después de la desinfeccidn. Las muestras fueron
procesadas una hora después de su recoleccion. Previa
agitacién de los tubos se sembr6 0,1 mL de cada una
de las muestras en caldo de tioglicolato, agar chocolate
enriquecido y agar Mac Conkey. El nimero de unidades
formadoras de colonias por mL (UFCs/mL) fue deter-
minado mediante siembra en tres lineas en zigzag, en
placas de agar sangre de cordero al 5% con diluciones
decrecientes (0,25, 0,1 y 0,05 mL) del sobrenadante de
las muestras homogeneizadas. Las UFCs fueron contadas
manualmente después de 24 horas de incubacién aerébica
a 37 °C. El maximo crecimiento registrado para cualquier
muestra se limité a 10.000 UFCs/mL para la dilucién
maxima (Zubrod y col 2004).

La identificacién preliminar de los cultivos positivos
se realizé mediante exdmenes microscépicos de las colo-
nias teflidas con coloracién de Gram y la identificacién
final mediante la utilizacién de los sistemas comerciales
Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID Kit (BBL™, BD,
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), API® 20 Strep, API® Staph
y API® Coryne (bioMérieux, Francia).

OBTENCION Y PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO DE
MUESTRAS DE TAPONES DE LOS TUBOS SECOS'Y CON
ANTICOAGULANTE

La toma de muestras hasta su siembra fue realizada
de la misma manera como fue descrita en el apartado de
“toma y procesamiento bacteriolégico de muestras del
operario”. Se sembro 0,1 mL del liquido de lavado en la
superficie de una placa con agar sangre de cordero al 5%,
agar chocolate enriquecido, agar Mac Conkey y caldo de
tioglicolato. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24
horas. En caso de encontrar cultivos positivos, las UFCs
serian contadas manualmente y el maximo crecimiento
registrado para cualquier muestra se limitaria a las placas
de agar sangre de cordero al 5% que presentaran entre 20
y 200 colonias aisladas.

PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO DE LOS
CONCENTRADOS DE PLAQUETAS

Las muestras fueron procesadas una hora después de su
recoleccién. Luego de homogeneizadas, fueron sembradas
con asa calibrada 0,1 mL de APC en caldo de tioglicolato,
agar chocolate enriquecido y agar Mac Conkey. Se sembré
una placa de agar sangre de cordero al 5% con diluciones
decrecientes (0,25, 0,1 y 0,05 mL) del sobrenadante de
las muestras homogeneizadas y se incub6 a temperatura



ambiente. El nimero de UFCs/mL fue determinado me-
diante siembra en tres lineas en zigzag. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas. En caso de encontrar
cultivos positivos, las UFCs serian contadas manualmente
y el mdximo crecimiento registrado para cualquier muestra
se limitarfa a 10.000 UFCs/mL para la dilucién médxima
(Zubrod y col 2004).

OBTENCION Y PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO DE
MUESTRAS DEL AMBIENTE

Las muestras ambientales fueron tomadas en placas
de agar sangre de cordero al 5%. Las tapas de las placas
de Petri fueron retiradas en un 50% y el agar fue expuesto
durante 10 minutos al medio ambiente (sitio de recoleccion
de la sangre, ambiente de laboratorio, estufa de incubacién
y cdmara de flujo laminar). Las placas de Petri con agar
sangre fueron colocadas aproximadamente a un metro de
distancia del caballo o del operario en el laboratorio segiin
el caso e incubadas por 24 horas en atmdsfera aerébica
a 37 °C. La identificacién de los cultivos positivos fue
realizada mediante los sistemas comerciales anteriormente
descritos.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados con el programa SPSS 16.0
(SPSS Inc, Chicago IL, EE.UU.). Se realizaron pruebas no
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paramétricas para muestras no apareadas con el objetivo de
conocer las diferencias entre el niimero de UFCs/mL aisladas
en la piel equina intacta, la piel rasurada sin desinfectar y
las manos del operario. Puesto que el 60% de las UFCs/
mL de la piel equina intacta sin desinfectar fue mayor de
10.000 colonias (valores censurados a la derecha), se asumid
10.000 CFUs/mL como valor mdximo de deteccién en esos
casos. Se realiz6 una prueba de Chi cuadrado para determi-
nar si existian diferencias relacionadas con la distribucién
de bacterias de la piel equina intacta o la piel rasurada sin
desinfectar o entre la mano derecha e izquierda del operario.
Soélo se realizé andlisis estadistico del nimero de UFCs/mL
en esos puntos, ya que no se presentd crecimiento bacte-
riano en los demds puntos criticos evaluados. Un valor de
P < 0,05 fue aceptado como estadisticamente significativo
para todas las pruebas.

RESULTADOS

Se realizaron 2.145 cultivos bacteriologicos y se
obtuvieron 116 aislamientos correspondientes a 13
especies de bacterias (cuadro 1). Unicamente crecieron
bacterias procedentes de la piel sin desinfectar (rasurada
0 no) de los caballos, las manos y garganta del operario
y del medio ambiente donde se tomaron las muestras
de sangre equina. No se detectaron bacterias en la piel
desinfectada (rasurada o no) del sitio de venopuncién
de los caballos, en los tapones, medio ambiente del

Cuadro 1. Bacterias aisladas en muestras de caballos, operador y medio ambiente / Total de muestras estudiadas.

Bacteria isolated from samples of horses, operator and environment / Total samples evaluated.

Caballo Operador anI:/‘tI)?grll(t)el

Género y especie Pielsin  Pielrasurada  Pielsin  Piel rasurada (I{:‘;f ;é;’::;i ai;gﬁ;ios

rasurar y sin ysin  rasurarycon  ycon Garganta Manos (sangre y

desinfeccién desinfeccién desinfeccion desinfeccién

APCs)

Staphylococcus aureus 4/15 3/15 0/15 0/15 0/15 5/15 0/75 12/165
Staphylococcus epidermidis 8/15 9/15 0/15 0/15 0/15 9/15 0/75 26/165
Streptococcus bovis 1/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 1/165
Streptococcus viridans 3/15 4/15 0/15 0/15 15715 0/15 0/75 22/165
Escherichia coli 4/15 3/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 77165
Enterobacter aerogenes 1/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 1/165
Enterobacter sakazakii 5/15 1/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 6/165
Enterococcus faecalis 0/15 2/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 2/165
Corynebacterium spp. 9/15 2/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 11/165
Acinetobacter baumanii 1/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 1/165
Moraxella spp. 4/15 4/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 87165
Citrobacter freundii 2/15 2/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/75 4/165
Bacillus subtilis® 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 15775 157165
Total de aislamientos 36/ 195 30/ 195 0/195 0/195 157195 14/ 195 15/975 116/2.145

1

2 Aislamiento en el potro de contencién.

Potro de contencién (dos sitios), laboratorio limpio sin y con mechero de Bunsen y cdmara de flujo laminar.
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laboratorio, estufa microbiolégica, cdmara de flujo
laminar y los APCs.

Las bacterias aisladas de la piel rasurada o no, antes
de la desinfeccion, fueron predominantemente micro-
biota normal (Staphylococcus spp. coagulasa-negativa,
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Moraxella
spp. y enterobacterias). El nimero de UFCs/mL encon-
tradas en la piel intacta de los caballos sin desinfectar
(10.000, rango: 1.300-10.000 UFCs/mL) fue estadisti-
camente superior (P <0,001) que el nimero de colonias
(1.900, rango: 500-9.600 UFCs/mL) halladas en la piel
rasurada sin desinfectar. Sin embargo, la distribucién de
las especies de bacterias aisladas fue similar para la piel
rasurada o no sin desinfectar (P < 0,1). No se observd
una diferencia estadisticamente significativa para UFCs/
mL entre la mano izquierda (185, rango: 20-200 UFCs/
mL) y la mano derecha (50, rango: 20-200 UFCs/mL)
del operario; tampoco se observaron diferencias estadis-
ticamente significativas para la distribucién de especies
bacterianas entre ambas manos del operario (P < 0,1).
Las bacterias aisladas de la garganta y manos del operario
fueron biota normal. Las bacterias comtinmente halladas
en la piel normal y rasurada sin desinfectar de los caba-
llos y en las manos del operario fueron Staphylococcus
aureus 'y Staphylococcus epidermidis. Por otra parte,
Streptococcus viridans estuvo presente tanto en la piel
normal y rasurada sin desinfectar de los caballos, asi
como en la garganta del operario.

DISCUSION

Los resultados demostraron que las fuentes poten-
ciales de contaminacion bacteriana de los APCs equinos
(procesados bajo tres condiciones técnicas diferentes)
fueron la microbiota residente de la piel de los caballos,
la microbiota de la garganta y manos del operario y los
contaminantes medioambientales del lugar donde se
tomaron las muestras de sangre. Aunque no se hallaron
bacterias en los APCs equinos evaluados, es posible que
el punto més critico sea la preparacion de la piel del sitio
de la venopuncioén, tal como ha sido descrito para los
controles de calidad bacteriolégico de concentrados de
plaquetas en seres humanos (Lee y col 2002, te Boekhorst
y col 2005, Walther-Wenke y col 2006). Cabe aclarar que
el gel de plaquetas humano tiene efecto antibacteriano in
vitro contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
Sin embargo, no es activo contra Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis y Pseudomona aeruginosa, ademas
parece ser que el crecimiento de este tltimo patégeno se
incrementa con la adicién de esa sustancia (Bielecki y
col 2007). Un estudio sobre la susceptibilidad in vitro de
diferentes bacterias patdgenas equinas a los APCs deberia
ser realizado para ampliar esta clase de conocimiento.

No fue posible hallar alguna publicacién relacionada
con el control de calidad bacterioldgica de APCs em-
pleados para procedimientos de terapia regenerativa (no
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hematoldgica) en seres humanos o animales. Tampoco se
encontrd informacion relacionada con el control de calidad
bacterioldgico de aspirados de médula sea o células mo-
nonucleares provenientes de grasa de caballos, empleados
como biofdrmacos regenerativos. Sin embargo, algunos
investigadores recomiendan la utilizacién de antibidticos
profildcticos luego de inyectar células mesenquimales
expandidas a partir de aspirados de médula 6sea equina
(Smith y col 2003, Guest y col 2008). Nuestro equipo no
recomienda la utilizacién de antibioterapia profilactica
cuando se usa APCs en terapia autéloga equina (Carmona
2006, Carmona y col 2009%), aunque este tema es de gran
controversia en clinica humana y veterinaria.

Las bacterias aisladas de la piel de los caballos
coincidieron con la microbiota indigena y con algunas
bacterias ambientales previamente descritas por Nagase
y col (2002) y Zubrod y col (2004). Lo mismo sucedi6
con las bacterias residentes reportadas para las manos
(Pittet y col 1999, Nagase y col 2002) y garganta (Hull
y Chow 2007) del operario y para las bacterias ambien-
tales (Zubrod y col 2004) aisladas en el lugar donde
se tomaron las muestras de sangre (cuadro 1). Por otra
parte, no se observé ninguna diferencia estadisticamen-
te significativa entre la distribucion de las diferentes
especies bacterianas en la piel equina rasurada o no, tal
como fue previamente descrito por Hague y col (1997).
Un hallazgo importante fue encontrar en las manos del
operario cepas de Staphylococcus epidermidis resistente
a antibidticos cominmente usados en clinica equina
(cuadro 1). Indudablemente, el uso de guantes estériles
y de una correcta técnica aséptica (Pittet y col 1999) fue
util para prevenir la contaminacion de los APCs durante
su preparacion. Cabe recomendar la desinfeccion previa
de las manos y el uso de guantes estériles (Pittet y col
1999) para prevenir la contaminacién de los APCs em-
pleados terapéuticamente en el caballo, especialmente a
nivel intrarticular o intrasinovial (Carmona y col 2009%).
Es importante recordar que recuentos tan bajos como
33 UFCs/mL de Staphylococcus aureus pueden inducir
artritis séptica en caballos (Gustafson y col 1989), de esta
manera la contaminacién bacteriana mds insignificante
de un APC podria desencadenar serias consecuencias en
los tejidos sinoviales inyectados.

En este experimento se comprobd que el rasurado
de la piel equina, siempre y cuando sea adecuadamente
desinfectada, no es un factor critico asociado con la
contaminacion de la sangre obtenida para la preparacion
de los APCs. Este resultado se puede comparar con los
hallazgos del estudio de Hague y col (1997), quienes
demostraron en caballos que el rasurado de la piel no es
un punto critico asociado con riesgo de infeccion articular
en sitios de artrocentesis asépticamente preparados. El
protocolo de preparacion aséptica de la piel equina usado
en el presente estudio es frecuentemente empleado por
veterinarios de equinos alrededor del mundo (Freeman
2006); aunque otros protocolos de desinfeccién que



incluyen povidona-yodo y tintura de yodo combinadas
con alcohol etilico o isopropilico también podrian ser
empleados con seguridad (Freeman 2006, Hague y col
1997, Zubrod y col 2004) para obtener APCs mediante
el método del tubo (Argiielles y col 2006, Carmona y
col 2008, Carmona y Prades 2009).

En conclusidn, las principales fuentes de contamina-
cion de los APCs equinos obtenidos mediante el método
de tubo estan representadas (en orden de importancia) por
la microbiota bacteriana residente en la piel del sitio de
venopuncion de los caballos, las bacterias residentes en
las manos y garganta del operario y las bacterias contami-
nantes del medio ambiente donde se efectud la extraccién
de la sangre. Un adecuado protocolo de desinfeccion del
sitio de la venopuncion, el uso de guantes, mascarilla e
indumentaria de bioseguridad por parte del operario y
obtener la sangre en un ambiente limpio son medidas ne-
cesarias para prevenir la contaminacién de APCs equinos
obtenidos mediante el método del tubo. La hipétesis de
nuestro estudio fue comprobada, puesto que no es necesario
utilizar cdmara de flujo laminar o mechero de Bunsen para
obtener APCs estériles, siempre y cuando el ambiente del
laboratorio (o de un cuarto) cumpla con las condiciones
especificadas en esta investigacion.

RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron: 1) evaluar el riesgo de contaminacién
bacteriana de concentrados aut6logos de plaquetas (APCs) de caballos
obtenidos mediante el método del tubo en tres condiciones técnicas
diferentes (camara de flujo laminar y en ambiente de laboratorio limpio
con mechero o sin mechero), 2) identificar los puntos criticos del proceso
de preparacion de los APCs con posibilidad de contaminacion bacteriana
y 3) identificar las bacterias potencialmente contaminantes en el proceso.
Se tomaron muestras bacterioldgicas de la piel (rasurada o no) del sitio
de venopuncion de 15 caballos, antes y después de ser desinfectados;
manos y garganta del operario; tapones de los tubos donde se procesd
la sangre; medio ambiente donde se tomaron las muestras de sangre,
ambiente de laboratorio, cdmara de flujo laminar, estufa bacteriolégica
y de los APCs obtenidos bajo condiciones técnicas. Se aislaron bacterias
de la piel equina sin desinfectar, manos y garganta del operario y del
lugar donde se tomaron las muestras de sangre. No se aislaron bacterias
de los tapones de los tubos, medio ambiente del laboratorio, cimara
de flujo laminar, ni de los APCs. Las bacterias aisladas fueron biota
normal de la piel equina, de la piel y garganta humana, y contaminantes
medioambientales. En conclusion, los APCs pueden ser obtenidos
mediante el método del tubo en un ambiente limpio.
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