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RESUMO - Objetivo: Verificar crescimento de microorganismos em amostras de glicerina e 0ssos
armazenados durante nove ardstodos Realizou-se a analise microbiolégica da epifise e da
medula de 0ssos conservados na glicerina a 98%, bem como da prépria glicerina que os contém.
Resultado: O crescimento microbiano observado néo foi estatisticamente significantusao:

A glicerina € um excelente meio para conservacao de tecido 6sseo por longo periodo de tempo.

DESCRITORES - Microorganismos. Glicerol. Ossos. Céo. Fratura. Medula. Epifise.

INTRODUCAO isso torna-se necessario que os implantes homologos

. , ejam previamente retirados do animal doador e
A enxertia 6ssea de 0ssos homologos na ortope Faservados em meio adequiado

veterinéria € um meio seguro e de elei¢do na reposicao i i . o

de perdas e falhas 6sseas em fraturas ou resseccdes POrém, ha uma série de fatores limitantes na
amplas. Para o procedimento cirtrgico de enxertia @t€n¢ao dos implantes osseos: devido a grande
necessario que os 0ssos para implante sejam prew&acao dos tamanhos dos esqueletos dos animais, as
mente retirados do animal doador, sob rigorosa assepB@ssiPilidades de se encontrar um doador que seja
e preservados num meio adequado. Sabe-se que a glg@mpativel com a conformacéo fisica do animal
rina é reconhecidamente um meio viavel para esta fing€ceptor diminui consideravelmehtegambém é dificil
lidade, obtendo-se bons resultados na conservacdo@er ossos de cées doadores imediatamente para a
0ss0s e tecidos. Este trabalho visou pesquisar o creséfurgia de enxertia, pois € necessaria a remocéo total
mento de microorganismos no tecido dsseo e/ou rie periosteo e restos teciduais aderidos ao osso para
glicerina que o contém, armazenada durante um longt/e ndo haja rejeicao ao implantgrocedimento que
periodo de tempo, e identifica-los caso houvessairasaria consideravelmente o inicio da cirurgia. Além
crescimento nos meios de cultura. Este estudo é fund#isso, € preciso que o metodo de preservacao seja
mental para comprovar a viabilidade da implantagcdo dgavel, de facil utilizagcdo, baixo custo e que seja
bancos de ossos em hospitais veterinarios, tendo emessivel a clinicas e ambulatérios cirdrgicos de
vista a enxertia 6ssea. pequenos animdis

Fraturas de ossos em membros locomotores sdo As intervencgdes cirlrgicas oncolégicas, devido
freqUentes em pequenos animais. Fraturas cominutivas suas ressec¢des amplas, freqientemente tornam
ou multifragmentares s8o os traumatismos qumecessario o uso de 0sso para transplantacdo. O trans-
apresentam maior dificuldade de tratamento. Em gergdlante autélogo poderia ser substituido por osso conser-
a osteossintese nesses casos ndo apresenta boa ewalde, o que condiciona o cirurgido a previamente arma-
cao pos-operatdria. No entanto, a enxertia éssea nanar o 0sso preservado e transplantavel, sendo a glice-
ortopedia veterinaria tem sido uma alternativa segurariha pura um bom método de manutencéo deste tecido.
de elei¢éo na reposicéo de perdas e falhas ésBeas Porém, ndo se sabia ainda se era possivel manter durante

242 - Acta Cirurgica Brasileira - Vol 17 (4) 2002



longo periodo de tempo 0s 0ssos conservados na gli- Para referir-se a cada um dos grupos, foram utili-

cerina, e além disso néo se sabiam quais microorgarsaeas as seguintes siglago (tubos fechados contendo

mos eventualmente poderiam desenvolver-se nas ampagmentos dsseos preservados na glicerliga)ubos

tras armazenadas por longos periodos de téfipo fechados preenchidos com glicerina que ndo contém
Diversas técnicas tém sido desenvolvidas no intui@s fragmentos 6sseo3)gc (tubos preenchidos parcial-

de se tornar possivel a conservacéo dos tecidos 6ssaeste pela glicerina e sujeitos a contaminagéo (abertos).

por longos periodos de tempo. Dentre estas, a conser-

vacdo em glicerina tem merecido destaque pois, alénalise Microbiologica

de ser um método acessivel economicamente, ndo € _ . . .

necessario empregar a autoclavagem e tampouco o con- Trés meios de cultura foram eleitos para se cultivar

gelamento, técnicas que causam danos ao tecido ésg%&roo:jgaglsmoss: Agar-fSangt:jg, izbourau: € BHI. AS_
e prejudicam a formacgéo de calo ésseo no pés-cirUrB acas de Agar-sangue foram divididas em dols grupos:

co: além disso, ndo foi observada diferenca considera@ep"imeiro, cultivado em meio aerébico, € o segundo,

quanto ao crescimento de microorganismos na glicerifidltivado em meio anaerobico. As placas de ambos os
a 98% autoclavada e “in natura”, num periodo igual dqiyocedimentos foram semeadas de forma semelhante.
menor a 24 mestsampouco rejeicdo do organismo  Todas as placas que sofreram os procedimentos
ao meio conservante na evolucédo pds-operatéria. aerobico e anaerébico permaneceram na estufa a 37
C. As placas que sofreram procedimento anaerdbico
OBJETIVO foram dispostas em jarra de anaerobiose, com saché
Verificar o crescimento bacteriano e fangico da; erador anaerobiose, cujo conteddo reage com o oxige-
- 90 98, 4o meio produzindo 4gua e tornando consequente-
epifises e da medula de ossos conservados na glicerina Py
SR ~mente a atmosfera anaerdbica. Somente as placas de
a 98%, bem como da propria glicerina que os contém, . ; ~
: e~ . . abouraud permaneceram a temperatura ambiente, nao
Fazer a identificacdo dos microorganismos eventu:il—ram 3 estufa. A leitura das placas e de seus respecti
mente encontrados em cada amostra. Analisar a viabifi- . " . placas P
dade da implantacdo de um banco de ossos de o¥ag meios de enriquecimento foi feita a cada 24 horas,
por até cinco leituras consecutivas. A cada leitura, a

conservados na glicerina a temperatura ambiente. ' i ] o
jarra foi aberta e o gerador de anaerobiose substituido.

METODOS
RESULTADOS

Amostra

_ Ossos — Medula e Epifise
Metacarpos (MC) e metatarsos (MT) de cées

clinicamente sadios, removidos cirurgicamente de mo- Agar-Sangue em aerobiosévledula: detectou-
do totalmente asséptico, estocados em frascos estéseirescimento de colbnias bacterianas em duas das
e preenchidos com solucao de glicerina a 98%, cons2#placastgo2etgoll As duas amostras foram resse-
vados a temperatura ambiente e em ambiente frescmeadas. Ndo houve crescimento de bactérias apds a
seco, durante o periodo de nove anos. Os tubosrdesemeadura em ambas as amostras. A angsiia
ensaio contendo 0s 0ssos estavam armazenadosfeimessemeada mais uma vez, e novamente microorga-
recipiente cirurgico de aluminio, e dispostos em 24 tubagmos nao foram identificaddspifise houve cresci-
contendo um osso cada, preenchidos com glicerinagento bacteriano em uma das 24 placas; uma colénia
modo que 0 0sso esteja totalmente coberto, tampadesstaphylococcusa placago3 foi identificada por
com algodao; trés tubos totalmente preenchidos cagtam.Agar Sangue em anaerobiosdlao foi verifi-
glicerina, sem nenhuma amostra de 0sso (pois forgido crescimento microbiano em medula, epifise e
utilizados em casos cirtirgicos), tampados com algod&icerina.BHI: N&o foi verificada a turvacéo do meio
e trés tubos contendo pequena quantidade de g.Ii'ceriQﬁ, amostras de medula, epffise e gliceBadouraud:
nao tampados com algoddo (os ossos foram utilizadqg, foj verificado crescimento de colénias de fungos
em casos cirdrgicos). em medula, epifise e glicerina.

Ha que se ressaltar que o algodéo utilizado néo era
hidrofébico, o que permitiu que parte da glicerina foss&licerina
absorvida por ele; isto permitiu maior contato com 0
meio externo e possibilitou, em tese, a contaminagdo Agar-Sangue em aerobioseFoi observado
das amostras. crescimento de nove colbnias puntiformes, brilhantes
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e amarelas em plaggc 29 como de costume, realizou-Tabela 3 - Concordancia de resultados entre as amostras de
se o procedimento de Gram, constatando-se a preserﬁegula e glicerina, analisada pelo indice de concordancia Kappa.
de bacilos gram positivos. Cabe dizer que este tubo

encontrava-se aberto, sem fragmento 6sseo, com Medula | Glicering Positivo| Negativo Total
gllcerlng errj pouca guantidade e port_anto~su1g|to ®ositivo 0 0 0
contaminac@ocAgar-Sangue em anaerobioskiao foi

verificado crescimento microbiano em medula, epifiseNegativo 2 22 24

e glicerinaBHI: N&o foi verificada a turvacao do meio 2 29 24

em amostras de medula, epifise e gliceBadouraud: -

Na&o foi verificado crescimento de col6nias de fungdsdice Kappa: 0,9167

em medula, epifise e glicerina. Concordancia: 6tima

Calculos Tabela 4 - Concordancia de resultados entre as amostras de

medula e epifise, analisada pelo indice de concordancia Kappa.
Calculou-se a porcentagem de placas que conti-

nham microorganismos sobre o nimero total de placas, Epifise] Medula | Positivo| Negativo Total
conforme mostra a Tabela 1.
Positivo 0 1 1
Tabela 1 -Porcentagens de isolamento de microorganismos dablegativo 2 21 23
30 amostras de glicerina, dentre elas 24 que continham fragmentos
0sseos (Tgo) e seis que continham somente glicerina (Tg e Tgc). 2 22 24
indice Kappa: 0,9167
n n % Concordancia: étima
Glicerina 30 1 0,00333% 3 ] ) ] o
E preciso salientar que o calculo de concordancia
Medula 24 2 0,08333%

através do indice Kappa foi calculado baseando-se no
Epifise 24 1 0,04166% numero de amostras de glicerina que continham 0sso
(n=24). As amostras sem 0sso (n=6) foram semeadas
com a finalidade de comparacao com as amostras que

Onde continham ossos, e portanto ndo foram consideradas
n = namero considerado de amostras no calculo.
n’= nimero de amostras onde houve isolamento N
microbiano DISCUSSAO
% = porcentagem (n) Os indices de concordancia Kappa mostram-nos
Estes resultados demonstram que n&o ha difereiggg a concordancia € otima para todos os grupos de
estatisticamente significativa para P<0,05. comparacado. Este € um excelente resultado, visto que

Para a quantidade total de amostras (n=24) fpmente com a semeadura da glicerina ja é possivel
calculado o indice de concordancia Kdppa avaliar-se a viabilidade do tecido dsseo. Isto significa

que se 0 0sso héo estiver contaminado quando de sua

estocagem, pode-se utilizar somente a cultura da
Tabela 2 - Concordancia de resultados entre as amostras GiCerina para se ayghar a presenca de microorganismos
epifise e glicerina, analisada pelo indice de concordancia Kapgan medula e epifise, poupando-nos do trabalhoso
procedimento de coleta de material de epifise e serra-

Epifisg Glicerina| Positivo] Negativo Total gem do osso para coleta de medula 6ssea. Sobretudo,

— a simples manipulacdo dos 0ssos, por mais cuidadosa

Positivo 0 0 0 que seja, sempre introduz microorganismos contami-
Negativo 1 23 24 nantes nas amostras. Questionou-se quais microorganis-
mos desenvolver-se-iam eventualmente nas amostras

1 23 24 conservadas por longo periodo de tefnpelo presente

i trabalho soube-se que o crescimento de microorganis-

Indice Kappa: 0,9583 mos nas amostras conservadas ha nove anos nédo é
Concordéancia: 6tima estatisticamente significante.
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Em 1951, foram realizados experimentos comum  Excelentes resultados na reparacdo de fraturas
banco de ossos preservados em solucdo aquosaam fragmentos 6sseos conservados na glicerina a 98%
Timerosal, afirmando ser este um método de preseryaram obtidos Nosso trabalho confirmou a viabilidade
cdo simples, barato e asséptiamemos, todavia, que da utilizacdo da glicerina por longo periodo de tempo,

a glicerina também é um meio de preservacéo simplésto que vem acrescentar mais uma vantagem a
barato e asséptico, tal como o Timerosal o era, eUilizacéo da glicerina em detrimento das outras técnicas
substitui com sucesso. E possivel armazenar o barft&®conservagéo de 0ssos.

de ossos imersos em glicerina a temperatura ambiente, Cabe comentar que os 0ssos continham suas
ndo sendo necessario o congelamento e outros métoagslulas 0sseas ainda integras, apds nove anos de
lesivog 82 esta é outra vantagem da utilizag&o da gliceérmazenamento na glicerina, e que estas preenchiam
rina, pois armazenando-se a temperatura ambiente #@@0 0 canal medular do osso. A coloragéo era rosea-
ha formacao de cristais intra e extracelulares, além Bi@lida e ndo houve ressecamento, sendo possivel aspirar
alteracdes eletroliticas deletérias as células e potencgY conteddo por vacuo com seringa descartavel.
mente destrutivas & matriz 6ssea. Seu efeito asséptico Um achado curioso ocorreu nas placas de Agar-
na conservacéo de tecido 6sseo deve-se particularmepa@gue semeadas com contelido de medula dssea: a
as suas propriedades fisi®¥ae portanto ndo ha descoloracao circunscrita a area semeada, causada por
problema quanto ao fendmeno da resisténcia bacteridig de hemacias do meio de cultura de Agar-Sangue
assim como ocorre atualmente com o Timerosal. POr substancia constituinte da medula éssea.

A esterilizagdo permanece como o maior problema  Tomando-se por base os dados finais, apos nove
na enxertia, sendo freqilente a contaminag&o bacterigH30S deé estocagem de ossos em glicerina, pode-se
fangica e viral, devido a este fato diversos autore§PSETvVar que nao houve diferenca significante (P<0,05)

estudaram a viabilidade do 6xido de etileno como meg@ isolamento de microorganismos. Pprtanto, .COUSide'
de conservacio de fragmentos 6ssep&21s141s ram-se as amostras como sendo estéreis, e a glicerina um

Porém, sua viabilidade é questionavel apos 32 semaﬁégeleme meio de armazenamento de tecido 0sseo.

de estocagefﬁ.s:ends) que o periodo méaximo deCONCLUSAO
estocagem aceitavel é de seis a 18 médeslo pre-
sente trabalho pdde-se constatar que a glicerina é capaz Pelo presente trabalho pudemos comprovar que a
de conservar o tecido 6sseo por um prazo de naykcerina € um excelente meio de conservacao de tecido
anos de armazenamento (108 meses aproximasseo, viabilizando a implantacdo de um banco de 0ssos
damente), superando o 6xido de etileno neste aspecte.cédes pelo periodo de até nove anos de arma-
Levando-se em consideracao que o numero de amosg@samento.

positivas para crescimento microbiano é estatistica-

mente muito pequeno em comparacdo com as amosttdSRADECIMENTOS

negativas, deve-se considerar, portanto, a glicerina
como um excelente meio de conservacéo de tecigeoSp

6sseo, mantendo o tecido isento de microorganismgg teriplogia e Micologia da Faculdade de Medicina
por um periodo de até nove anos. Veterinaria e Zootecnia da USP.
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ABSTRACT - Obijective: verify the microorganism growth in bone plus glycerin samples stocked
for at least nine yeardlethods. microbiology analisys of epiphisis and bone marrow stocked at
glycerin 98% was dondresults: No statistically significant growth was verifie@onclusion

This result means that glycerin is an excellent bone conservation substance for long periods of

stockage.
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