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Resumen 
Se estudió la producción de "slime" por Stapbylococn' Coagulasa Negativos (SCN) 
productores de infecciones asociadas a catéteres, y la actividad de la oxacilina 
sobre cepas "slime" positivas y "slime" negativas. Se incluyeron 60 cepas obteni- 
das a partir de catéteres de pacientes hospitalizados. La producción de "slime" se 
estudió por el método clásico en tubo, que permite la formación de una película 
"biofdm" sobre las paredes de los mismos, lo cual se considera como "slime" 
positivo. Para comprobar los aislados "slime" positivos se realizó paralelamente 
el método en agar sangre adicionado con sacarosa al 50% y rojo congo al 0.8%. 
Para determinar la susceptibilidad a los antibióticos se escogieron 32 cepas y se 
realizó utilizando un método automatizado (MícroScana). Adicionalmente se mi- 
dieron las Concentraciones Mínimas Inhibitorias (CMI) y las Concentraciones 
Mínimas Bactericidas (CMB) de la oxacilina en los SCN "slime" positivos y "slime" 
negativos, por el método de Sheth et al (12), el cual incluye segmentos de catéter 
en los tubos de las diluciones seriadas del antibiótico. De las 60 cepas 33 (55%) 
resultaron "slime" positivas con el método del tubo, y 7 (1 1.7O) fueron variables. 
Con la prueba del agar Rojo Congo 27 cepas (45%) presentaron colonias negras 
("slime" positivo). Dos cepas fueron sensibles a la mayoría de antibióticos, las 
restantes sólo lo fueron a rifampicina, ciprofloxacina, vancomicina y tetraciclina. 
Las CM1 y las CMB a la oxacilina fueron significativamente más altas en los SCN 
productores de "slime". El estudio permite concluir que los métodos de detec- 
ción del tubo y del agar Rojo Congo son útiles en la determinación de SCN 
productores de "slime". El trabajo también estableció que existe una alta frecuen- 
cia (55%) de SCN productores de "slime" en pacientes con catéteres, y que la 
resistencia a los antimicrobianos es evidentemente mayor en los SCN producto- 
res de "slime". 
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E 
de una 

n los últimos años los Staphylococci 
Coagulasa Negativos (SCN) han surgi- 
do como importantes agentes etiológicos 
gran variedkd de infecciones en indivi- 

duos sanos y especialmente inmunodeprimidos. 
Entre los SCN más conocidos están S. sapropb- 
ticm y S. epidermidir. Los SCN forman parte de 
la flora normal de la piel y las membranas muco- 
sas, sin embargo, cuando por trauma o por im- 
plantación directa de cuerpos extraños el siste- 
ma orgánico cutáneo se ve lesionado, dichos mi- - 
croorganismos pueden entrar al cuerpo, depen- 
diendo de su habilidad para adherirse, evadir el 
sistema inmune, multiplicarse, y producir daño 
al huésped. 

S. saprop&icns es un patógeno productor de in- 
fecciones urinarias en mujeres. Por el contrario, 
S. epidermidis se comporta como un patógeno 
oportunista, asociado a infecciones relacionadas 
con la presencia de cuerpos extraños (1,2), como 
catéteres de diálisis peritoneal, válvulas cardía- 
cas, marcapasos, y en especial, catéteres ventricu- 
lares e intravasculares (3, 4). 

La adherencia bacteriana constituye el paso pre- 
vio al desarrollo de una infección. La adheren- 
cia en sus primeros estadíos esta mediada por 
interacciones físico-químicas, destacándose en- 
tre eiias las interacciones hidrofóbicas (3). En 
1972, Bayston y Penny (5) observaron la pro- 
ducción de una sustancia de naturaleza mucoide 
por algunas cepas de S. epidermidis, causantes de 
infecciones en pacientes con derivaciones de lí- 
quido cefalorraquídeo. Más tarde, Peter et al (6) 
observaron que los catéteres infectados por este 
microorganismo estaban recubiertos por un ma- 
terial denso, mucoide, en el que se encontraban 
suspendidas las bacterias. Dicho material se cono- 
ció posteriormente con el nombre de "slime" 
(limo), que es una sustancia de naturaleza polisa- 
cárida que aún no es perfectamente conocida. 

La capacidad de algunas cepas de SNC para 
producir "slime" ha sido considerada por algu- 
nos autores como índice de virulencia, y sirve 
para diferenciarla de aquellas cepas contaminan- 
tes (4, 7, 8). 

En modelos experimentales en animales se ha 
demostrado que el "slime" interfiere con los me- 
canismos de defensa del huésped, inhibiendo la 

blastogénesis de linfocitos B y T, la formación 
de anticuerpos, y la mayoría de las funciones 
fagocíticas y bactericidas de los leucocitos PMN 
(4, 9). Por otro lado, la presencia de "slime" au- 
menta la capacidad de adherencia de los SCN e 
interfiere con la actividad de antimicrobianos. 
Esto último ha sido asociado a la falta de per- 
meabilidad, a un secuestro del antimicrobiano 
en la complicada malia de la biocapa en la que 
se organizan las bacterias al terminar el proceso 
de adherencia, y a la ausencia del microorganis- 
mo en la circulación al mantenerse suspendido 
en dicha estructura. (10). 

El objetivo de esta investigación fue el de deter- 
minar la producción de "slime" en cepas de 
Staphylococci Coagulasa Negativos aisladas a par- 
tir de catéteres y medir las Concentraciones Mí- 
nimas Inhibitorias (CMI) y las Concentraciones 
Mínimas Bactericidas (CMB) a la oxacilina. 

Materiales y m6todos 

Cepas bacterianas 
Se estudiaron 60 cepas de Staphylococci Coagu- 
lasa Negativos aisladas de catéteres intravascu- 
lares. La identificación de los SCN se realizó 
siguiendo protocolos convencionales previamen- 
te establecidos (11). Una vez identificadas las 
cepas se mantuvieron congeladas en alícuotas 
de leche descremada, 30% p/v, a -70°C hasta el 
momento de su utilización. 

Determinación 
de la producción de "slime" 

+ Macrométodo en tubo 

La producción de "slime" en tubo se realizó se- 
gún el método descrito por Christensen et al (12). 
Las cepas se inocularon en tubos tapa rosca de 
vidrio (1 3 s 100 mi) que contenían 10 mi de caldo 
tripticasa de soya (Oxoid, Basingstoke U.I<.) y se 
incubaron durante 24 horas a 37OC. Después 
de dicho tiempo se vació el contenido de los tu- 
bos suavemente y se tiñeron con una solución 
acuosa de Safranina al 0.1% durante 30 segundos. 
La producción de "slime" se determinó por la 
formación o no de una película (biofilm) en las 
paredes del tubo y dicha observación se dividió 
en cuatro categorías (+, ++, +++, -) de acuer- 
do a la capacidad de formación de la biocapa. 
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*:*Método del agar Rojo Congo 
Se realizó la técnica descrita por Freeman et al 
(13). Se aislaron los SCN en un agar sangre base 
suplementado con rojo congo (0.8 g/L) y saca- 
rosa (50 g/L). Después de 24 horas de incu- 
bación a 37OC, se identificaron los microorga- 
nismos productores de "slime" por la presencia 
de colonias negras, cristalinas y de consistencia 
seca. Los no productores de "siime" se recono- 
cieron por la presencia de colonias rosadas o 
rojas sin consistencia seca ni cristalina. 

Susceptibilidad antibacteriana 
Se evaluó la susceptibilidad de 32 cepas (20 S. 
epidermidis, 10 S.  haemolytic~s y 2 S.  hominis) 
"slime" positivas y negativas a varios antimicro- 
bianos con actividad antiestafiiicóccica por el 
método de MicroScan (Baxter, Sacramento, CA, 
USA) utilizando un panel que contenía amoxici- 
lina, ampicilina, cefazolin, cefalotina, ciprofloxa- 
cina, clindarnicina, eritromicina, gentamicina, irni- 
penem, oxacilina, penicilina, rifampicina, tetraci- 
clina, trirnetoprim sulfametoxazol y vancomicina. 

Determinación de las 
concentraciones minimas inhibitorias 
Se llevó a cabo una modificación del macro- 
método en tubo descrita por Sheth et al (14). Se 
seleccionaron 20 cepas de S. epidermidis (10 
"slime" positivas y 10 "slime" negativas), 10 ce- 
pas de S. haemolyticzls (5 "slime" positivas y 5 
"siime" negativas) y 2 cepas de S. hominis (una 
"slime" positiva y una "slime" negativa). Seg- 
mentos de 5 mm de catéter Swan-Ganz Vip se 
incubaron durante 24 horas a 37OC en solucio- 
nes de 10 UFC/ml de cada una de las cepas. 
Después de éste tiempo los segmentos se saca- 
ron cuidadosamente y se sumergieron nueva- 
mente en tubos separados que contenian dilu- 
ciones seriadas (0.25-1400 mg/ml) de oxacilina 
(Bristol-Myers Squibb de Colombia S.A.), se in- 
cubaron por 18 horas a 37OC y se examinaron 
visualmente. La Concentración Mínima Inhi- 
bitoria (MIC) fue la dilución más baja que inhibió 
el crecimiento visible. 

Determinación de las concentraciones 
mínimas bactericidas 
Se realizó la metodología descrita por Sheth et 
al (14). Una vez obtenidas las MIC y a partir de 

todos los tubos que no presentaron crecimiento 
visible, se tomaron alícuotas de 0.005 m1 y se 
realizaron siembras masivas en agar sangre, se 
incubaron a 37OC durante 18 horas, y se deter- 
minó la concentración mínima bactericida, de- 
finida como la concentración más baja del anti- 
biótico que mostraba la muerte del microorga- 
nismo en un 99.5%. 

Resultados 
De las 60 cepas estudiadas 45 fueron S. epider- 
midis, 12 S. haemo&ticus, 2 S. hominis y una de S. 
warneri (Tabla l), 33 cepas (55%) presentaron 
producción de "slime" con el macrométodo en 
tubo de Christensen et al (7) (Figura 1). Siete 
cepas (1 1.7%) mostraron variabilidad en su pro- 
ducción de "slime" (Tabla 2). 

Con el método del agar Rojo Congo de Freeman 
et al (13) el porcentaje de cepas positivas no fue 
tan alto (45%) (Tabla 2). 

Los resultados de la susceptibilidad de las 32 
cepas de SCN se observan en la Tabla 3. Sólo 
dos cepas (una productora de "slime" y otra no 
productora) fueron sensibles a todos los anti- 
biótico~, excepto a tetraciclina. La mayoría de 
cepas presentaron resistencia a casi todos los 

TABLA 1 
Cepas de SCN obtenidas a 

partir de catéteres intravasculares 

S. epiderrnidis 

S. haernolyticus 

S. horninis 

S. warneri 

TABLA 2 
Producción de "slime" en tubo y en agar Roio Congo 
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Observaciones 

GRAFICA 1 
Concentraciones mínimas inhibitorias de los SCN 

Método de ensayo con catéter 

pg/ml - 
- 
m 

Slime + 
Slime - 

antibióticos, entre eilos ampicilina, cefazolina, 
cefotaxima, imipenem, oxacilina, penicilina, 
eritromicina y clindamicina, mientras que con 
rifampicina y vancomicina, la sensibilidad au- 
mentó notablemente. La sensibilidad a cipro- 
floxacina y a tetraciclina fue intermedia, ya que 
se presentaron un número equivalente de cepas 
resistentes y de cepas sensibles. 

Las CM1 y CMB de la oxacilina detectada en 
las mismas cepas de SCN adheridas al catéter 
se muestran en las Tabla 4 y Gráfica 1. En au- 
sencia de catéter, las CM1 y las CMB tanto de 
los "slime" positivos como de los "slime" nega- 
tivos, no variaron significativamente (Tabla 4). 

En presencia del catéter, las CM1 y las CMB 
son más altas para los SCN productores de 
"slime". Para los SCN "slime" positivos las CM1 
son ligeramente más altas en presencia del caté- 
ter que en su ausencia, y para los "slime" negati- 

vos las diferencias existentes entre las CM1 de 
los controles y la pruebas con catéter no son 
significativas, mientras que las CMB son un poco 
más altas en presencia del biomaterial. 

Staph_ylococcas epidemnidis productores de "slime" 
en los ensayos con catéter muestran medias arit- 
méticas más altas, tanto en las CM1 como las 
CMB, al igual que las dos cepas de Staph_y/ococcas 
hominis. Staph_y/ococc.us haemolvtic.us "slime" positi- 
vos y negativos no mostraron diferencias en las 
CM1 y las CMB (Tabla 4). 

Discusión 
La producción de "slime" por cepas de SCN ha 
sido valorada como un importante índice de 
patogenicidad bacteriana; ya que las infecciones 
causadas por elios ocurren en los dispositivos 
biomédicos usados en los pacientes. Algunos au- 
tores han observado que las cepas que ocasio- 
nan infecciones producen "slime" en mayor can- 
tidad que aquellas que son contaminantes, y que 
incluso esta propiedad podría emplearse para 
discernir entre ambas posibilidades, ante un aisla- 
miento de SCN en muestras clínicas (1 5, 16, 17). 

Se han empleado diferentes metodologías para 
medir la producción de "slime". Hussain et al 
(1 8) notaron que en un medio líquido constitui- 
do por glucosa, 18 aminoácidos, 2 purinas y 6 
vitaminas, el crecimiento y producción de "slime" 
por parte de los SCN era rápido y abundante. En 
la actualidad las técnicas más utilizadas son el 
macrométodo en tubo y el rnicrométodo en placa 
de microtitulación inicialmente descrito por 
Christensen et al (12), y empleado con diversas 
modificaciones por otros autores (17, 19). 

Nosotros evaluamos 60 cepas de SCN con el 
macrométodo en tubo y pudimos observar que 
dicha metología presenta subjetividad en la lec- 
tura e interpretación de sus resultados, por lo 
cual es necesaria la valoración en por lo menos 
cuatro oportunidades. Sin embargo, se encontró 
que empleando el macrométodo un porcentaje 
alto (51.7%) de cepas aisladas a partir de caté- 
teres son productoras de "slime", lo cual permi- 
tió corroborar la asociación de dicha característi- 
ca con la adherencia bacteriana y con la pato- 
génesis de la infección asociada a dispositivos 
médicos causada por SCN. También se com- 
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CEPAS 

S. epiderrnidis 

Slirne + 
Slirne - 
S. haernolyticus 

Slirne + 
Slirne - 
S. horninis 

Slirne + 
Slirne - 

T 
Susceptibilidad antimicrobiana de 32 cepas 

3 
,,m 1 aisladas de catéteres* (Método MicroF-m' 

GENT ' .--IP 
R S ,  ,,S 

V A N  
R S 

* Se expresa el número de cepas resistentes o sensibles. Amox (amoxicilina: S, <4/2 mg/ml; R, > 4/2 mg/ml); Amp (Ampicilina: R, productores 
de B-lactamasa); Cef (cefazolin: S I 2 mg/ml; R, 2 4 mg/ml); Ceph (cefalotina-; S, I 8 mg/ml; R, 2 8 mg/ml); Cipr (ciprofloxacina: S, I 1 
mg/ml; R, 2 2 mg/ml); Clin (clindamicina: S, 1 0.5 mg/ml; R, > 2 mg/ml); Erit (Eritromicina: S, 1 0.5 mg/ml; R, 2 4 mg/ml; Gent 
(Geentamicina: S, < 1 mg/ml; R, > 6 mg/ml); lmpi (Imipenem: S, < 4 mg/ml; R, > 4 mg/ml); 0 x 0  (oxacilina: S, < 0.05 mg/ml); Pen (Penicilina: 
R, 0.3-8 mg/ml, productores de b-ladamasa); Rif (Rifampicina: S, < 1 mg/ml; R, > 2 mg/ml); Tetra (teracilina: S, < 2 mg/ml; R, > 8 mg/ml); 
Tmp-Smx (Trimetropim-sulfometoxa I 2/38 mg/ml, R, 2 4/76 mg/ml); Van (Vancomicina: S, 14 mg/ml: R, 2 32 mg/ml). 

probó que la producción de "slime" es indepen- 
diente de la especie; ya que no sólo S. epidermidis 
lo produce, sino que además S. haemolyticz~s, S. 
hominis y otras especies también lo hacen (20,21). 

La variabilidad en la producción de "slime" por 
parte de algunas cepas fue algo que también se 
hizo evidente en nuestro trabajo. Las cepas pa- 
saban de ser "slime" positivas a negativas o vice- 
versa, entre una determinación y la siguiente; 
siete cepas (1 1.7%) presentaron esta caracterís- 
tica, y se pudo notar que dicho fenómeno pue- 
de deberse a cambios en las condiciones del me- 
dio en el cual se están desarrollando los micro- 
organismos o por pases sucesivos sobre las pla- 
cas de agar. Esto se corroboró con lo expuesto 
en otros estudios en que los SCN presentaron 
variaciones fenotípicas en la producción de 
"slime" tanto in vivo como in vitro (21, 22, 23). 
Dichas variaciones son consideradas como un 
gmpo de mecanismos genéticos en los cuales la 
expresión de un gen, en este caso la expresión 
del "slime", varía de manera reversible de gene- 
ración en generación con una frecuencia relati- 
vamente alta (23). Cuando la célula confronta 
un nuevo ambiente, un cambio en sus caracte- 
rísticas va acompañado con la supervivencia de 
la célula cambiante. Los estudios también sugie- 
ren que las variaciones morfológicas de las co- 
lonias no son siempre contaminaciones, y pue- 
de cometerse un error en la identificación cuan- 

do en realidad son la expresión de variantes feno- 
típicas del mismo microorganismo (23). Todas 
estas observaciones pueden cambiar la idea que 
se tienen de la patogénesis y virulencia de los 
SCN, pero aún así no se puede descartar la po- 
sibilidad de que la producción de "slime", la mor- 
fología y la virulencia sean fenómenos totalmen- 
te independientes (21, 23). 

De manera paralela al macrométodo del tubo, 
nosotros ensayamos el método de Freeman et 
al (13), que se basa en el uso de un medio de 
agar sangre enriquecido con sacarosa al 50%, 
para detectar la producción de glucanos, y con 
rojo congo para mostrar la presencia de exopoli- 
sacáridos (13). No se conoce con exactitud el meca- 
nismo de la reacción que se presenta en dicho 
medio, pero se observó que el cambio de color 
sólo ocurre después de un período largo de incu- 
bación (48 horas), lo cual sugiere que un pro- 
ducto secundario del metabolismo microbiano 
podría estar involucrado. El porcentaje de ce- 
pas (4S0/n) que resultaron positivas con este mé- 
todo no es tan alto como el encontrado con el 
método de Christensen (12). Posiblemente exis- 
ten cepas que no producen durante su metabo- 
lismo la sustancia necesaria para el cambio de 
color en el agar Rojo Congo. Las observaciones 
en tubo son subjetivas, no sólo por las discrepan- 
cias que se presentan entre una observación y 
la siguiente; sino también porque no permite la 
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ILA 4 
CM1 y CMB ae los sraphylococci coagulasa 

negativos "slime" positivo y "slime" negativo en presencia de oxacilina 

S. epiderrnidis Con catéter 

Sin catéter 

Con catéter 
Sin catéter 

S. horninis Con catéter 1400 >1400 700 >1400 
Sin catéter 700 1400 700 1 400 

cuantii~cación del "slime". No obstante, el agar zado. bvans et al (25) diseñaron un modelo di- 

Rojo Congo es mucho más fácil de implementar námico de flujo continuo de vancomicina so- 
rutinariamente en un laboratorio clínico, espe- bre biocapas de S. epidermidis en fragmentos de 
cialrnente en aquellos hospitales donde existen silicona, y observaron que en estas condiciones el 
unidades de cuidados intensivos. microorganismo se mostraba tolerante a dicho 

Otro de los aspectos evaluados en este trabajo 
fue la susceptibilidad que presentan tanto los 
SCN productores de "slime" como los no pro- 
ductores ante diversos agentes antimicrobianos. 
El "slime" desempeña un papel importante en 
la interacción de los antimicrobianos con las bio- 
capas bacterianas: cuando los SCN se encuen- 
tran en forma de película en la superficie de un 
biomaterial, y se encuentran recubiertos por el 
"slime", la actividad de los antibióticos disminu- 
ye de manera importante (4). Las posibles expli- 
caciones incluyen una falta de permeabilidad, 
un secuestro del antimicrobiano en la complica- 
da malla de la biocapa (biofilm), o una situación 
metabólica que hace comportar al microorga- 
nismo como tolerante al antimicrobiano. 

antimicrobiano. Nosotros seguimos la metodo- 
logía descrita por Sheth et al (14) quienes ob- 
servaron que la CMB de nafcilina del S. epider- 
midis productor de "slime" adherido a catéteres 
plásticos era significativamente superior a la 
obtenida con cepas no productoras de "slirne". 
Sin embargo, las CM1 eran las mismas o no 
variaban significativamente en los "slime" posi- 
tivos y los "slime" negativos, cuando se em- 
pleaba el método convencional de CM1 y CMi3 
sin incluir en los hibos de dilución los catéteres. 
Nuestros datos muestran que para la oxacilina 
no sólo las CMi3 fueron más altas en los SCN 
productores de "slime" sino que también las 
CMI. Esta metodología es útil, porque se aproxi- 
ma mejor a lo que ocurre en las infecciones 
asociadas a catéteres in vivo, que a las obtenidas 

Existen varios trabajos in vitro sobre la activi- 
dad de los antimicrobianos frente a SCN adhe- 
ridos a diferentes superficies inertes pero la me- 
todología utilizada en todos es muy diferente. 
Gristina et al (24), estudió la actividad de la dapto- 
micina, nafcilina, vancomicina y gentamicina 
sobre S. epidermidis adherido a diferentes bioma- 
teriales utilizados en ortopedia, encontrando que 
los valores de CMB en las bacterias adheridas 
eran superiores a los de las bacterias no adheri- 
das, independendientemente de la capacidad del 
germen para producir "slime", y que estos va- 
lores dependían del tipo de biomaterial coloni- 

con el antibiograma convencional de Bauer & 
Kirby, ya que se incluyó el biomaterial como 
parte de la prueba, mientras que el método ha- 
bitual no tiene en cuenta este componente. Sin 
embargo, hay que mencionar que la limitación 
de este método es que las biocapas bacterianas se 
forman en un sistema estático, mientras que in 
vivo los catéteres intravasculares están sometidos 
al flujo del torrente sanguíneo. Nuestros datos 
indican que la resistencia antimicrobiana a antibió- 
ticos como la oxacilina está asociada a la pro- 
ducción de "slime" ya que en aquellos micro- 
organismos productores las CM1 y las CMB son 
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muchos más altas que en los no productores. Por 
otro lado, es importante considerar que posible- 
mente otros factores inherentes a la bacteria, a las 
caractensticas del antibiótico o a la naturaleza del 
biomaterial empleado, pueden estar involucra- 
dos en la interacción de los antimicrobianos con 
biocapas bacteriana en catéteres plásticos. Noso- 
tros consideramos que se deben realizar estudios 
en modelos biodinárnicos que permitan estable- 
cer con exactitud el comportamiento de los anti- 
biótico~ con los StapbLococi coagulasa negativos. 
Mientras esto sucede, el mensaje de este trabajo 
para los chicos es claro: los SCN aislados de catéter 
deben ser cuidadosamente evaluados para estable- 
cer una antibioticoterapia más ajustada al estatus 
del paciente infectado por estos rnicroorganismos. 
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