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Resumen

Introduccion: El medio de transporte Amies-gel con torula de
rayon es ampliamente utilizado, pero se ha demostrado que esta
torula absorbe microorganismos durante la toma de muestra, y no son
liberados totalmente al medio de cultivo. Existe un nuevo formato
de Amies liquido con térula flocada (ESwab®), la que liberaria mas
microorganismos al medio de cultivo. En este estudio comparamos
ambos medios de transporte determinando cudl es mejor para uso
microbiologico segiin documento M40-A2 CLSI y su uso en algunas
muestras clinicas. Objetivos: Determinar la conservacion y recupe-
racion de los microorganismos en los medios Amies-gel y liquido.
Metodologia: Se estudiaron tres cepas ATCC en ambos medios por
método cualitativo y cuantitativo segtin el documento M40-A2 CLSI.
También se procesaron muestras clinicas (mucosa ocular, flujo vaginal
y heridas cronicas), tomadas en ambos medios de transporte para
comparar recuento y diversidad de microorganismos. Resultados: Las
cepas ATCC, a excepcion de Neisseria gonorrhoeae, fueron validadas
cualitativa y cuantitativamente por ambos métodos. Las muestras de
mucosa ocular y flujo vaginal no presentan diferencias significativas
entre cada medio de transporte, aunque ESwab® facilité la lectura de
la tincion de Gram. En el caso de las heridas cronicas ESwab® mostro
mejores resultados que el medio Amies-gel.
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Abstract

Background: The Amies-gel transport medium with a rayon swab is
widely used, but it has been shown that this swab absorbs microorga-
nisms during sample collection, and they are not fully released into the
culture medium. There is a new format of liquid Amies with a flocked
swab (ESwab®), which would release more microorganisms into the
culture medium. In this study we compare both means of transport,
determining which is better for microbiological use according to
the M40-A2 CLSI document and its use in some clinical samples.
Aim: To determine the conservation and recovery of microorganisms
in Amies-gel and liquid media. Methods: Three ATCC strains were
studied in both media by qualitative and quantitative method accor-
ding to document M40-A2 CLSI. Clinical samples (ocular mucous,
vaginal discharge and chronic wounds) were also processed, taken in
both transport media to compare the count and diversity of microor-
ganisms. Results: The ATCC strains, with the exception of Neisseria
gonorrhoeae, were qualitatively and quantitatively validated by both
methods. The samples of ocular mucosa and vaginal discharge did
not present significant differences between each means of transport,
although ESwab® facilitated the reading of the Gram stain. In the case
of chronic wounds, ESwab® showed better results than the Amies-gel
medium.

Keywords: microbiological sample collection; microbiological
transport médium; flocked swab; liquid Amies médium; ESwab®.
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Introduccion

a centralizacion de los laboratorios clinicos ha

requerido el traslado de muestras clinicas desde

centros hospitalarios de baja complejidad hacia
los de alta complejidad, donde son procesadas y anali-
zadas para obtener resultados en base a los examenes
requeridos. El traslado puede requerir un tiempo pro-
longado de transporte, el que potencialmente causaria un
deterioro en la calidad de la muestra que finalmente llega
al laboratorio'. En los laboratorios de microbiologia, la
calidad de la muestra obtenida es muy relevante, afecta
de forma directa el diagnostico realizado por los espe-
cialistas y un resultado de laboratorio alterado por una
mala muestra podria llevar al médico a tomar decisiones
clinicas y terapéuticas errdneas perjudicando al paciente?.
Para realizar un diagndstico certero de la condicion del
paciente, se requiere de la utilizacion de medios de trans-
porte apropiados que garanticen la recoleccion adecuada
de microorganismos, manteniendo la viabilidad de estos
hasta la llegada al laboratorio y permitiendo asi obtener
una muestra representativa, un analisis adecuado y un
resultado fiable'.

Existen diversos medios de transporte, los que difieren
en la composicion quimica del medio, el formato de
presentacion (liquido, sélido o semisolido), el tamafio y
tipo de torula que contienen. La seleccion del medio de
transporte adecuado para la obtencion de una muestra de
calidad es muy relevante, debiendo cumplir el medio de
transporte con todos los requerimientos para una conser-
vacion y adecuada recuperacion de microorganismos’*.

El medio Amies gel sin carbon activado (semisoélido)
con torula tradicional de rayon es ampliamente utilizado
en centros hospitalarios, debido a que permite el diag-
nodstico de un gran niumero de patdgenos’. Sin embargo,
en el ultimo tiempo en paises europeos se han publicado
estudios que demuestran que este medio absorbe una parte
de los microorganismos dentro de la térula, impidiendo
su liberacion al momento de la siembra®’. Ademas, el
formato semisélido no permite una distribucion homogé-
nea de los microorganismos®. Es importante agregar que
la toma de cultivo en heridas cronicas tiene una mayor
complejidad, porque se debe tomar con un trozo de tejido
viable para obtener resultados fiables, situacion que, en
muchos Centros de Salud, por lo complejo del procedi-
miento, deciden realizarlo en pabellon de cirugia mayor
o menor con todos los altos costos involucrados en esta
toma de decision, o simplemente no tomarla®.

El medio Amies liquido con térula flocada, también
conocido como ESwab®, incluye una térula con fibras
de nylon inocuo, con el fin de obtener una cabeza en
cepillo aterciopelada, que solo requiere contacto con
la zona afectada. Estas fibras de nylon permiten que
los microorganismos y las células solo queden sujetas

permitiendo una elucion rapida y completa dentro del
medio liquido®”*!°, Otra caracteristica de los medios de
transporte ESwab®, es que permiten la realizacion de
numerosas pruebas desde la misma muestra, reduciendo la
necesidad de la recolectar més de una muestra del mismo
paciente'', ademas que facilita la toma de muestras en
heridas cronicas.

Estudios realizados previamente®’'?, mostraron que el
medio de transporte Amies liquido con térula flocada tiene
buen rendimiento para la conservacion y recuperacion
de microorganismos. Para comprobar esto se determin6
la conservacion y recuperacion de los microorganismos
comparando este medio de transporte con el medio Amies
gel con torula tradicional utilizando cepas bacterianas
de referencia procedentes de la American Type Culture
Collection (ATCC) segun el documento M40-A2 del
CLSI" y muestras de mucosa ocular, flujo vaginal y he-
ridas cronicas, elegidas debido a que la primera presenta
una baja carga bacteriana, la segunda por el contrario
contiene una alta carga de microorganismos y la tltima,
con colonizacion critica, contiene regular carga bacteriana
sin llegar a parametros clinicos y microbiologicos como
en una infeccion'.

Materiales y Métodos

Cepas: Para realizar la investigacion en su primera
parte, se utilizaron tres cepas ATCC correspondientes a
una bacteria aerobia o anaerobia facultativa, una anaerobia
estricta y una fastidiosa; las cepas respectivamente fueron:
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305, Bacteroides
fragilis ATCC 25285 y Neisseria gonorrhoeae ATCC
43069. Estas cepas fueron sembradas en placas de agar
sangre de cordero, Schaedler® y Thayer-Martin, respec-
tivamente.

Poblacion

Para llevar a cabo la segunda parte, se reclutaron
pacientes voluntarios previa firma de un consentimiento
informado y aprobado por el Comité de Evaluacion
Etico-Cientifico de la Universidad Mayor. Las muestras
de mucosa ocular correspondieron a pacientes de ambos
sexos, de distintas edades, sanos o con sintomatologia
ocular bilateral debido a algin cuadro infeccioso. En el
caso de las muestras de flujo de vaginal utilizamos como
poblacion mujeres adultas, que acuden a la Clinica de
Sexualidad de la Universidad Mayor por presentar algiin
malestar o patologia ginecologica, o mujeres sanas. Las
muestras de heridas correspondian a pacientes voluntarios
con heridas cronicas que se atienden en la Fundacion
Instituto Nacional de Heridas y que fueron consideradas
clinicamente como heridas con colonizacion critica segun
el criterio de Diagrama de Valoracion de Carga Bacteriana
(VACAB)™.
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Muestras
Utilizamos 20 muestras de flujo vaginal, 30 muestras
de mucosa ocular y 33 muestras de heridas cronicas.

Procedimiento

La metodologia de estudio de la primera parte con
cepas ATCC esta basado en el método cualitativo (o
semicuantitativo) y cuantitativo del documento del CLSI
M40-A2"3. Brevemente, para el método cualitativo (o
semicuantitativo) se realiz6 un indculo estandar 0,5
McFarland (1,5 x 10% ufc/mL) en suero fisiologico (NaCl
9%,) estéril, rdpidamente se realizaron tres diluciones:
104, 10° y 10¢, para generar concentraciones de trabajo
finales aproximadas que varian desde 1,5x107 ufc/mL a
1,5x10* ufc/mL. Las diluciones realizadas anteriormente
se utilizaron para inocular las térulas con 100 pL. Se
evaluaron los crecimientos en tiempo cero y a 24 h de
conservacion a temperatura ambiente y 4°C; cada tiempo
y conservacion se hizo por triplicado. Posteriormente, a las
24 h de incubacion se realizo el recuento semicuantitativo
de todas las siembras. Para los estudios de sobrecrecimien-
to, las placas de tiempo cero se calcul6 un promedio de 5
a 50 ufc que permitio validar las pruebas. Este rango se
eligio en funcion del nimero mas bajo de colonias que
se recupero. Para que los estudios de viabilidad fuesen
aceptados, encontramos mayor o igual a 5 ufc después
del tiempo de mantenimiento de la dilucion especifica
que produjo los recuentos de placa de tiempo cero mas
cercanos a 250 ufc.

Para el método cuantitativo a las cepas ATCC estudia-
das se les realiz6 un inoculo 0,5 McFarland en solucién
salina estéril. Luego se realizo una dilucién 1:10 para
obtener una concentracion de aproximadamente 1,5 x
107 ufc/mL. Posteriormente se sumergieron todas las
torulas en 100 puL del indculo anterior durante 10 a 15
segundos y fueron introducidas en el medio ESwab® y
en el medio Amies gel segun correspondia. Se evaluaron
los crecimientos en tiempo cero y a 24 h de conservacion
a temperatura ambiente y 4°C; cada tiempo y conserva-
cién se hizo por triplicado. Posteriormente las torulas de
transporte Amies gel tradicional se pusieron en contacto
con 1 mL de solucion salina estéril, mezclando en vortex
por 15 segundos. En el caso de los medios ESwab® que
ya tienen 1 mL de medio de transporte liquido, este se
us6 como primer tubo de dilucion. Luego se procedio a
realizar cinco diluciones seriadas diluyendo inicialmente
la concentracion de 1,5 x 10° en 900 pL de solucién sa-
lina estéril y a continuacion diluciones 1:10, obteniendo
concentraciones de 10°,10%10%10* y 10" ufc/mL. En
el caso del medio ESwab® la concentracion inicial fue
de 10° ufc/mL. Luego de cada una de las diluciones se
retiraron 100 pL y se agregaron a dos placas con el agar
adecuado a cada cepa ATCC (este procedimiento se hizo
por triplicado); la siembra se realizdo mediante rastrillo y
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se incubaron a 37°C por 24 h para posteriormente realizar
los recuentos de colonias en cada uno.

El documento CLSI M40-A2 define criterios de
aceptacion. Para que se pueda considerar aceptable la
mantencion de microorganismos a temperatura ambiente
(25°C £ 2°), no deben existir mas de 3 logaritmos de
disminucion de ufc entre el recuento de tiempo 0 h y el
recuento de los medios que se mantendran a temperatura
ambiente por 24 h. Por otro lado, el control de calidad para
las muestras mantenidas a 4°C incluira la evaluacion del
sobrecrecimiento bacteriano, definido como el incremento
de no mas de un logaritmo de ufc entre el recuento de
ufc de tiempo cero y el recuento de ufc después de la
incubacion durante 24 y 48 h. Para considerar aceptable
la mantencion de microorganismos a 4°C, no debe existir
mas de un logaritmo de aumento de ufc, ni tampoco una
disminucion de mas de 3 logaritmos, entre el recuento de
tiempo 0 h y el recuento de los medios que se mantengan
a4°C por 24 hP.

Muestras de mucosa ocular

A cada paciente se le tomd una muestra con medio
Amies gel sin carbon activado con torula tradicional en el
ojo derecho y otra con medio ESwab® con torula flocada
en el ojo izquierdo. Las muestras fueron transportadas
a temperatura ambiente al laboratorio de microbiologia
de la escuela de Tecnologia Médica de le Universidad
Mayor. Antes de dos horas se procesaron segun las téc-
nicas tradicionales de siembra y cultivo en medio agar
sangre y agar chocolate y se les realizé una tincion de
Gram para cada medio de transporte; luego se incubaron a
37°C por 24 y 48 h, tiempos a los cuales se evaluo la can-
tidad y diversidad de microorganismos en ambos medios.

Muestras de flujo vaginal

Las muestras fueron tomadas en la Clinica de Sexualidad
por la matrona a cargo. A cada paciente se le tomaron
las muestras con ambos medios en evaluacion y fueron
transportadas a temperatura ambiente al laboratorio. Las
muestras se procesaron en el laboratorio antes de las dos
horas segun técnicas tradicionales de siembra y cultivo
en agar sangre, agar sangre humana y agar Sabouraud
con cloranfenicol; también se les realizé una tincion de
Gram para cada medio de transporte. Posteriormente se
incubaron a 37°C por 24 y 48 h, tiempos a los cuales se
realiz6 la evaluacion de cantidad y diversidad de microor-
ganismos en ambos medios.

Heridas cronicas

Estas muestras fueron tomadas en la Fundacion
Instituto Nacional de Heridas, consideradas clinicamente
con colonizacion critica'. A cada paciente se le tomaron
las muestras con ambos medios en evaluacion y, ademas,
se tomaron biopsias (obtencion de trozo de tejido viable)

www.revinf.cl

505



Articulo de Investigacion

QWi o . ,
sace C| Laboratorio e Infectologia

de 5 mm de didmetro, las que fueron transportadas a
temperatura ambiente al laboratorio y procesadas antes de
las dos horas. Las muestras se procesaron segun técnicas
tradicionales de siembra cuantitativa'>'® y cultivo en
agar sangre y agar MacConkey; también se les realizo
una tincion de Gram para cada tipo de muestra y medio
de transporte. Posteriormente, se incubaron a 37°C por
24 y 48 h, tiempos a los cuales se realizd el recuento
correspondiente y diversidad de microorganismos en
ambos medios.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd mediante el sofi-
ware GraphPad Prisma 6.0, donde los datos obtenidos
se distribuyeron en analisis cualitativo y cuantitativo.
Adicionalmente a lo solicitado en el documento CLSI
M40-A2" se hizo el andlisis estadistico mediante la
prueba de Mann-Whitney al estudio cuantitativo de com-
paracion de medios de transporte. Para las muestras de
mucosa ocular y flujo vaginal se realizé analisis estadistico

Tabla 1. Método cualitativo (o semicuantitativo) de Streptococcus pneumoniae
ATCC 6305

Concentracion de
microrganismos

24 h a TAM (ufc)
Liquido Gel

24 h a 4°C (ufc)
Liquido Gel

Tiempo cero (ufc)
Liquido Gel

1,0 x 10° 50 25 50 25 50 25
1,0x 10° 25 5 25 5 50 25
1,0 x 10* 5 5 5 5 25 5

ufc = unidades formadoras de colonias, TAM = temperatura ambiente.

Tabla 2. Método cualitativo (o semicuantitativo) de Bacteroides fragilis ATCC 25285

24 h a TAM (ufc)
Liquido Gel

24 h a 4°C (ufc)
Liquido Gel

Concentracion de
microrganismos

Tiempo cero (ufc)
Liquido Gel

1,0 x 10° 50 25 50 25 0 0
1,0x10° 25 0 25 0 0 0
1,0 x 10* 0 0 0 0 0 0

ufc = unidades formadoras de colonias, TAM = temperatura ambiente.

Tabla 3. Método cualitativo (o semicuantitativo) de Neisseria gonorrhoeae ATCC 43069

24 h a TAM (ufc)
Liquido Gel

24 h a 4°C (ufc)
Liquido Gel

Concentracion de
microrganismos

Tiempo cero (ufc)
Liquido Gel

1,0 x 10° 50 50 0 0 0 0
1,0x 10° 5 25 0 0 0 0
1,0 x 10* 0 5 0 0 0 0

ufc = unidades formadoras de colonias, TAM = temperatura ambiente.
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mediante la prueba y* para comparar la cantidad y diver-
sidad de microorganismos en cada medio de transporte.
Para las muestras de heridas cronicas, donde se realizan
diluciones y recuento de colonias, se realizo el analisis
mediante la prueba de Mann-Whitney para las muestras
individuales y T de student para el andlisis total.

Resultados

Método cualitativo de las cepas ATCC.

En el estudio de S. pneumoniae a través del método
cualitativo se evidencié un mejor rendimiento en la
recuperacion del microorganismo por parte del medio de
transporte liquido en las tres condiciones expuestas; sin
embargo, al disminuir la concentracion del inoculo (1,0
x 10%) los valores fueron similares entre los medios, a
excepcion del medio conservado a 4°C por 24 h en el cual
se mantuvo el predominio del medio liquido (Tabla 1).

En el caso de B. fragilis (Tabla 2) también hubo una
mayor recuperacion de microorganismos del medio
de transporte liquido, reflejado principalmente en las
concentraciones 1,0 x 10°y 1,0 x 103, mientras que, en
la concentracién menor, no se obtuvo recuperacion en
ninguno de los medios ni condiciones. Es importante
destacar que en la evaluacion de 24 h a 4°C no hubo
desarrollo a ninguna concentracion en ambos medios de
transporte, pero si a temperatura ambiente.

En el analisis cualitativo de N. gonorrhoeae (Tabla 3)
a tiempo cero, se observo el mismo rendimiento de
ambos medios a una mayor concentracion de (1,0 x 109),
mientras que a concentraciones mas bajas como son 1,0
x 10° y 1,0 x 10* se evidencid un predominio del medio
gel a diferencia de lo observado en las otras cepas ATCC
testeadas. Cabe destacar que al conservar la muestra en
el medio por 24 h no hubo desarrollo de N. gonorrhoeae,
tanto a temperatura ambiente como a 4°C.

Meétodo cuantitativo de las cepas ATCC

Segun los criterios de aceptacion del documento del
CLSI M40-A2 para S. pneumoniae ATCC 6305, tenien-
do en cuenta los recuentos a tiempo cero (promedio de
logaritmos de transporte tradicional de 4,6 y promedio de
logaritmos en ESwab® de 5,6), es aceptable la mantencion
de este microorganismo a temperatura ambiente por 24
hrs, ya que no existio mas de 3 logaritmos de disminucion
de ufc entre el recuento a tiempo cero y el recuento luego
de esta condicion (promedio medio de transporte tradi-
cional fue 3,3 y promedio en ESwab® fue 4,7). También
es aceptable la mantencion de microorganismos a 4°C ya
que tampoco existido aumento de mas de un logaritmo o
disminucion de mas de tres logaritmos entre el recuento
a tiempo cero y el recuento a 4°C (promedio medio de
transporte tradicional fue 4,4 y promedio en ESwab® fue
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5,3). Tampoco se aprecio que existiera sobrecrecimiento
bacteriano ya que no hubo incremento de mas de un
logaritmo entre el recuento de tiempo cero y el recuento
de 24 h en ningun caso (Figura 1).

Adicionalmente, al aplicar analisis estadistico para S.
pneumoniae ATCC 6305 a tiempo cero obtuvimos un
valor de p <0,0001 el cual indica que los valores obtenidos
son significativos estadisticamente (Figura 1 A). Los valo-
res obtenidos desde los medios incubados a temperatura
ambiente por 24 h tuvieron un valor p:0,0001 el cual es
significativo a favor del medio liquido (Figura 1B), y final-
mente los medios incubados a 4°C por 24 h obtuvieron un
p <0,0001 que es significativo estadisticamente también
a favor del medio liquido (Figura 1C.).

En el caso de B. fragilis ATCC 25285 y los criterios
de aceptacion del documento del CLSI M40-A2, es
aceptable la mantencion de este tipo de microorganismos
a temperatura ambiente, ya que el recuento a tiempo cero
tuvo un promedio de logaritmos de medio de transporte

tradicional de 3,5 y el promedio de logaritmos en ESwab®
fue 4,6 y el recuento promedio de los medios que se
mantuvieron a temperatura ambiente por 24 h fue en el
medio de transporte tradicional de 3,9 y de ESwab® de
5,0, en ningun caso existid una disminucion de mas de tres
logaritmos ni sobrecrecimiento de mas de un logaritmo.
En el caso de la mantencion de microorganismos a 4°C,
el estudio del medio de transporte tradicional no nos per-
mite definirlo como aceptable ya que su promedio es 4,6
existiendo un aumento de mas de un logaritmo respecto
del tiempo cero (promedio 3,5). El medio de transporte
ESwab® si cumple con el criterio de no disminuir menos
de 3 logaritmos y no aumentar en mas de un logaritmo
(promedio de 5,1) (Figura 2).

Por otra parte, el analisis estadistico de los resultados
de esta cepa mostro que a tiempo cero obtuvimos un valor
de p <0,0001 resultados significativos a favor del medio
liquido (Figura 2A.). Los valores obtenidos desde los me-
dios incubados a temperatura ambiente por 24 h tuvieron
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Figura 1. Método cuantitativo de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305. Los tres graficos muestran los recuentos que se obtuvieron después de realizar el método
cuantitativo. A. Cantidad de microorganismos recuperados en tiempo cero. B. Microorganismos recuperados luego de 24 h de incubacién a temperatura ambiente. C.
Microorganismos recuperados posterior a incubacién a 4°C por 24 h. ****p < 0,0001, ***p: 0,0001.
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Figura 2. Método cuantitativo de Bacteroides fragilis ATCC 25285. Los tres graficos muestran los recuentos que se obtuvieron después de realizar el método cuantitativo.
A. corresponde a la cantidad de microorganismos recuperados en tiempo cero. B. Microorganismos recuperados luego de 24 h de incubacién a temperatura ambiente.
C. Microorganismos recuperados posterior a incubacién a 4°C por 24 h. ****p < 0,0001, *p < 0,05.
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un valor p:0,0151 que indica que es significativo a favor
del medio ESwab® (Figura 2B) y finalmente los medios
incubados a 4°C por 24 h obtuvieron un p > 0,05 el cual
no es un valor significativo, por lo que no se demostro
una diferencia significativa en este caso (Figura 2C.).
Finalmente, en el caso de N. gonorrhoeae ATCC
43069 los criterios de aceptacion del documento del CLSI
M40-A2 no se pudieron realizar ya que el microorganismo
solo sobrevivio a tiempo cero (promedio de logaritmos de
medio de transporte tradicional es de 3,33 y el promedio
de logaritmos en ESwab® es 6,28) y no obtuvimos creci-
miento de los medios incubados por 24 h en ninguna de
las dos condiciones. Al realizar el andlisis estadistico del
tiempo cero obtuvimos un valor de p 0,0008 que indica
que los resultados fueron significativos a favor del medio
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liquido (Figura 3).

Comparacion de la cantidad y diversidad de

microorganismos recuperados a partir muestras de
mucosa ocular en medio ESwab® y en medio Amies

gel con torula tradicional.

Se obtuvieron 30 muestras de mucosa ocular en ambos
medios de transporte las cuales fueron cultivadas. Con
respecto a la cantidad, de los medios Amies gel y liquido
respectivamente 18 y 21 pacientes presentaron 0 ufc, 9
pacientes en ambos medios entre 1-3 ufc y solamente

Figura 3. Método cuantitativo de Neisseria
gonorrhoeae ATCC 43069. El gréfico
muestra los recuentos que se obtuvieron
después de realizar el método cuantitati-
Vo en tiempo cero. ***p < 0,0001.

Figura 4. Cantidad y diversidad de mi-
croorganismos recuperados a partir de
mucosa ocular. A. Muestra la cantidad de
colonias recuperadas en siembra a partir
de medio ESwab® y medio Amies gel con
toérula tradicional y B. Muestra diversidad
de microorganismos obtenidos de ambos
medios.

508 www.revinf.cl

N.gonorrhoeae Tiempo cero

4 muestras en el medio Amies gel presentaron mas de
4 ufc. En la diversidad encontramos en medios Amies gel
y liquido respectivamente 10 y 8 pacientes con solo un
tipo de microorganismo y con dos microorganismos a 2
pacientes con Amies gel y 1 paciente con Amies liquido.
Posteriormente, se realiz6 un analisis estadistico para
cantidad y diversidad de microorganismos obteniendo un
valor p > 0,05 mostrando de esta manera que los resultados
no presentan diferencias estadisticamente significativas
(Figura 4).

Comparacion de la cantidad y diversidad de
microorganismos recuperados a partir muestras de
flujo vaginal en medio ESwab® y en medio Amies
gel con torula tradicional

Del total de las muestras de flujo vaginal (n: 20), en
las muestras obtenidas con el medio Amies gel 4 obtu-
vieron < 5 ufc, 4 entre 5-24 ufc y 12 con mas de 50 ufc,
mientras que en las tomadas con medio Amies liquido 2
obtuvo < 5 ufc, 2 entre 5-24 ufc, 4 entre 25-49 y 12 un
recuento en ufc mayor a 50. Con respecto a la diversidad
de microorganismos en 10 pacientes donde la muestra fue
obtenida con medio Amies gel, se obtuvo una diversidad
entre 0-2 microorganismos y en los 10 restantes se obtuvo
diversidad entre 3 a 6 microorganismos. En el caso de las
muestras obtenidas con medio Amies liquido 6 pacientes
presentaron entre 0-2 microorganismos de diversidad, 10
pacientes entre 3-6 y con una diversidad mayor a 6 mi-
croorganismos 4 pacientes. Se realiz6 analisis estadistico
para analizar y comparar la cantidad y diversidad de mi-

o 1-3 >4
Cantidad (UFC)

84 croorganismos en cada medio de transporte, obteniéndose
un valor de p > 0,05 en cada uno de los casos (Figura 5).
g6
@
B i Comparacion de la cantidad y diversidad de
4 - . . .
> microorganismos recuperados a partir muestras
g, de heridas cronicas en medio ESwab®y en medio
- £ . I3 . .
Amies gel con torula tradicional.
ol Se procesaron 22 muestras de heridas cronicas cata-
& & logadas segtn el criterio de VACAB como colonizacién
o critica’®. Como se observa en la Figura 6A, el recuento
W . s
Medio de transporte obtenido con el medio Amies gel con térula tradicional
es de log 3,8 en promedio. Por otra parte, la muestra
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procesada desde la biopsia presenta 5,1 de log siendo
estadisticamente significativa respecto del Amies gel
(p<0,0001). Finalmente, el medio ESwab® resulto tener
recuentos superiores a las dos condiciones anteriores
con 6,2 de log, siendo esta diferencia muy significativa
(p<0,0001). En el andlisis de la diversidad se observa que
el medio ESwab® presento la mayor diversidad bacteriana
de los tres con un promedio de 3,3 siendo esta significativa
respecto de biopsia con promedio 2,9 (p: 0,002) y atn
mas, respecto del medio Amies gel con torula tradicional
con diversidad promedio de 1,7 (p <0,0001) (Figura 6B).

Como resultado adicional al estudio, desde el punto de

[
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vista practico, en las tinciones de Gram la visualizacion
y semi-cuantificacion de los leucocitos y de las agrupa-
ciones de microorganismos, especialmente Streptococcus
spp., evidenciamos diferencias visuales en los campos
observados por microscopia entre ambos tipos de medios
de transporte y las biopsias de las heridas a favor del
medio ESwab®. La principal diferencia fue encontrada en
los extendidos de flujo vaginal debido a la mayor carga
celular y microbioldgica que presentaron estas muestras.
En la Figura 7 se puede observar diferencias en la calidad
de imagen obtenida, siendo los Gram realizados desde el
medio de transporte liquido el que facilit6 la observacion

A) Flujo vaginal B) Flujo vaginal
15 - Geol
1
== Liquido - Geol
2 w= Liquido
> Figura 5. Cantidad y diversidad de microorganismos recu-
K perados a partir de muestras de flujo vaginal. A. muestra
la cantidad de colonias recuperadas en siembra a partir de
0 ) ® . . B .
P Bas 2540 >80 o2 3's -~ medio ESwab Y m.edlo Amies gel con térula tradicional.
Cantidad (UFC) Diversidad de microorganismos B. muestra Ila diversidad de las colonias recuperadas desde
ambos medios de transporte.
A) B)
8- : xx 1 4n - x
sk ek
" I 1 1 —_]1
‘2 E 6 = 3 |
- = 3
ow 2
28 4 @
353 2
g8 e
S 24 Figura 6. Cantidad y diversidad de microorganismos recu-
perados a partir de muestras de heridas crénicas. A. Com-
0- T T T T paracién de recuentos de colonias (log) en heridas crénicas
& \.’&’ dg,\" \-,b° 2 sembradas a partir de medio Amies gel con térula tradicio-
D &° & &° nal (Gel), medio ESwab® (liquido) y Biopsia. B. Diversidad
Medio de transporte Medio de transporte de bacterias recuperadas desde las tres condiciones de
toma de muestras. ***p 0,0001, **p < 0,01.
7 - :
y rf- ~
w -
4 o TN ‘
S ' o < NN 2 )
Figura 7. Tinciones de
Gram obtenidos de mues-
tras de flujo vaginal. A:
s Gram realizado desde un
. medio Amies gel con torula
- tradicional. B: Gram reali-
A) ; B) zado desde un medio de
transporte liquido ESwab®.
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de células y microorganismos debido a su mayor nitidez,
disminucion de precipitado, detritus y artefactos en la
preparacion, permitiendo, por lo tanto, identificar con
mayor facilidad los elementos presentes en la muestra.

Discusion

Para una correcta evaluacion microbiologica la calidad
de la muestra obtenida es relevante y afecta directamente
el diagnostico y los resultados del laboratorio. La utili-
zacion de medios de transporte apropiados garantiza la
recoleccion adecuada de microorganismos, manteniendo
su viabilidad para lograr un analisis adecuado y fiable .

Segtin la guia CLSI M40-A2 que valida la utilizacion
medios de transporte a través de experimentos de manten-
cién y viabilidad de microorganismos, nuestros resultados
muestran valores de recuperacion aceptables para los
microorganismos testeados con la torula en gel y medio de
transporte ESwab® a temperatura ambiente y refrigerada
durante 24 h, a excepcion de N. gonorrhoeae que no
creci6 a ninguna temperatura cuando fue mantenida por
24 h. Existen reportes que evidencian la dificultad para la
mantencion de la viabilidad de algunos microorganismos
sobre 24 h como N. gonorrhoeae®, informacién que se
debe tomar en cuenta al incorporar la “microbiologia
liquida” en la rutina diaria. Este microorganismo es labil
a condiciones ambientales y frente a la sospecha de su
presencia en muestras clinicas se recomienda su siembra
inmediata® o recurrir a técnicas moleculares de diagnostico
como reaccion de polimerasa en cadena (RPC) u otras'®.
A diferencia nuestra, en el estudio de Gumede y otros,
las tasas de aislamiento de este patdgeno usando ESwab®
tuvo desarrollo a las 24 h, con mayor recuperacion a 4°C
que a temperatura ambiente!”!8,

En el caso de S. pneumoniae, obtuvimos crecimiento
en las condiciones expuestas, siendo siempre mayor el
recuento desde el medio ESwab®, de manera similar a
otro estudio que también evalud la recuperacion de este
microorganismo a través del mismo método y obtuvieron
buenos resultados a tiempo cero y a 24 h a temperatura
ambiente y 4°C similar a los nuestros®, es decir, el medio
ESwab® permite la recuperacion de S. pneumoniae y
cumple con los requisitos del CLSI.

Por otro lado, en la investigacion B. fragilis, un mi-
croorganismo anaerobio estricto, fue viable en las distintas
condiciones expuestas, lo cual indica que ambos medios
de transporte son capaces de recuperar este tipo de mi-
croorganismos. Existen reportes que demuestran la amplia
gama de microorganismos anaerobios que ESwab® puede
recuperar® concordando con los resultados obtenidos en
nuestra investigacion.

Al realizar la siembra de estas cepas ATCC el resultado
del recuento obtenido desde el medio ESwab® es mayor

al obtenido desde el medio Amies gel, teniendo en cuenta
que no es nutritivo y disefiado para mantener la viabilidad
de los microorganismos y, ademas, se encuentra protegido
con fosfato para proporcionar un ambiente reducido' por
lo que puede ser incorporado como alternativa en la toma
de muestra microbioldgica.

En cuanto a la recoleccion de muestras de mucosa ocu-
lar en nuestra investigacion se encontré que en su estado
normal presenta una baja cantidad de microorganismos.
En este contexto, los resultados obtenidos muestran
que no existe diferencia en la cantidad y diversidad de
microorganismos recuperados desde el medio ESwab® o
el medio Amies gel con torula tradicional. En un estudio
previo se afirmo que con el uso de técnicas tradicionales
de cultivo microbiano se ha demostrado que menos de
80% de los hisopos de la conjuntiva producen “microbios
cultivables™. Esto puede ser una limitacion en nuestro
estudio donde se reclutaron voluntarios sanos. Para me-
jorarlo se podria aumentar el numero de individuos y/o
incluir con patologias infecciosas oculares.

Las muestras de flujo vaginal en nuestros resultados
presentaron una minima diferencia en la recuperacion de
microorganismos, algo parecido al estudio de De Silva 'y
cols., donde no hubo evidencia de una diferencia signi-
ficativa en el transporte detectado por hisopo ESwab® o
hisopo de rayon'.

Adicionalmente, en la tincion de Gram se observo
una diferencia a favor del medio ESwab®, mostrando con
mayor claridad los diferentes microorganismos y mejor
conservacion de la celularidad de la muestra. Asimismo,
el hisopo flocado demostré una absorcion y liberacion de
microorganismos y celularidad superior al medio Amies
gel tradicional; resultados que se condicen con un estudio
previo que empled la misma técnica’. Lamentablemente,
aunque incluimos una imagen representativa (Figura 7),
solo podemos expresar esta mejora en la visualizacion a
favor del medio ESwab® basados en la apreciacion de los
profesionales encargados y su experiencia.

En el caso de las heridas cronicas catalogadas como
colonizacion critica, la recomendacion es tomar una
biopsia de la herida para cultivo cuantitativo®'. Este es
un procedimiento clinico que debe ser realizado por un
profesional capacitado, requiere un recinto e insumos
especiales y posibles molestias para el paciente'®, ademas
el procesamiento en el laboratorio de microbiologia
incluye masar el tejido, homogeneizar y diluir la muestra
para su siembra y posterior analisis del recuento y estudio
bacteriano'>'®. En este estudio, el uso de muestra obtenida
por medio ESwab® resulto ser mas eficiente en la recupe-
racion de microrganismos y su diversidad estableciendo
una alternativa de evaluacion de la muestra de herida
cuando no se pueda acceder a una biopsia como se ha
demostrado en otros estudios™**2. Es importante tener
presente que pueden existir variabilidades en la toma de la
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muestra debido a la técnica, el sitio y el procesamiento del
tejido que podrian haber influenciado en estos resultados
pero, ya que en este estudio se procesaron 22 muestras
de heridas, se podria a futuro ampliar el trabajo y validar
mas solidamente el uso de la torula flocada en el medio
Amies liquido como técnica alternativa en la evaluacion
de heridas cronicas con colonizacion critica o heridas
infectadas, ya que es mas facil de obtener y de procesar
en el laboratorio.

Conclusiones

A través de los resultados obtenidos mediante la
aplicacion de los métodos indicados por el documento
M40-A2 del CLSI, logramos confirmar que el medio
ESwab® cumple con las condiciones para ser un medio
de transporte apropiado al momento de tomar muestras

microbioldgicas, presentando incluso un mayor rendi-
miento que el medio Amies gel ya que tiene un mayor
rendimiento en cuanto a la recuperacion y viabilidad de las
cepas ATCC utilizadas, siendo ambos medios expuestos
a las mismas condiciones.

En el estudio de muestras clinicas de baja o regular
carga microbioldgica, los resultados no fueron desequi-
librantes ya que, en ambos casos, el medio ESwab® o
el medio Amies gel con torula tradicional obtuvieron
recuentos similares en las muestras de secrecion ocular
y flujo vaginal y pueden ser utilizados de rutina.

Por otro lado, en el caso de las heridas cronicas, clara-
mente el medio ESwab® permite mejores resultados que el
medio Amies gel y en heridas cronicas resulta muy facil
su obtencion frente a la toma de biopsia microbiologica,
resultando, ademas, costo efectivo, al evitar ingresar
pacientes a pabellon para la toma de muestra.
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