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RESUMEN.  

Stenotrophomonas maltophilia es una bacteria Gram negativa de gran interés médico 

debido a que en los últimos años ha emergido como un importante patógeno oportunista 

causante de diversas enfermedades. A pesar de que es considerado un patógeno de baja 

virulencia, posee factores que le confieren la capacidad de formar biofilm sobre cualquier tipo 

de superficie. Al respecto, se conoce que el flagelo y la fimbria SMF-1 modulan el desarrollo 

de esta estructura en S. maltophilia, sin embargo, está ampliamente documentado que en el 

desarrollo de biofilm en otras bacterias participan diversas estructuras. Es el caso de las fimbrias 

tipo IV que representan factores esenciales en la formación del biofilm y desarrollo de la 

enfermedad generada por patógenos medicamente importantes. Recientemente, en una 

búsqueda en la secuencia del genoma de S. maltophilia cepa 13637 se identificaron genes 

asociados a la producción de 2 diferentes fimbrias tipo IV, cuya función en el mecanismo de 

patogenicidad de esta bacteria es desconocida. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue 

identificar la posible presencia de genes asociados a la producción de estos 2 tipos de fimbrias 

en diferentes aislados clínicos de esta bacteria, con la finalidad de evaluar relación la producción 

de biofilm con el desarrollo de la enfermedad. Para esto, primero se buscó y localizó en la base 

de datos del NCBI la secuencia de los genes que codifican para las pilinas principales y ATPasas 

de la fimbria tipo IVa (pilA1/pilB y pilA2/pilB), tipo IVb (flp/tadA) y como control la fimbria 

SMF-1 (smf-1/papC); en el genoma de la cepa de referencia de S. maltophilia ATCC 13637. 

Después se diseñaron oligonucleótidos para la amplificación de estos genes por PCR de punto 

final. A continuación, se extrajo ADN genómico de 41 aislados clínicos de S. maltophilia 

provenientes del Hospital de Medicina de Charlotesville, Virginia de E.U.A. y se analizó la 

presencia de estos genes mediante PCR. Por último, se realizaron ensayos de biofilm sobre 

placas de poliestireno con aislados clínicos carentes de genes asociados con la fimbria tipo IV 

clase A o B para relacionar la presencia o ausencia de estos genes con la producción de tales 

estructuras. Los resultados obtenidos de la amplificación indican, con respecto a la fimbria tipo 

IVa, que el 98% de los aislados clínicos posiblemente contienen el gen pilB (ATPasa), el 15% 

el gen pilA1 (pilina) y el 95% el gen pilA2 (pilina). En el caso de la fimbria tipo IVb, 

posiblemente se identificó que el gen tadA (ATPasa) fue amplificado en el 95% de los aislados 

y flp (pilina) en el 88%. Mientras que los genes relacionados con SMF-1 posiblemente fueron 

amplificados en el 100% de los aislados clínicos. Los resultados en los ensayos formación de 

biofilm indican que S. maltophilia forma mayor cantidad de biofilm cuando se cultiva en medio 

NYG respecto del medio DMEM. Los aislados clínicos T302, AC 6 y SM 17 que posiblemente 

no contienen algunos de los genes relacionados con la fimbria tipo IV clase A mostraron una 

menor capacidad de adherencia y formación de biofilm con respecto al control. Mientras que 

los aislados clínicos SM1, 15 y 25 posiblemente carentes de los genes relacionados con la 

fimbria tipo IV clase B, no mostraron diferencias significativas en la capacidad de adherencia y 

formación de biofilm. Tales datos sugieren que la fimbria tipo IV clase A de S. maltophilia 

podría tener una función importante en la adherencia y formación de biofilm cuando la bacteria 

se cultiva a 37°C y posiblemente en el desarrollo de la enfermedad causada por este patógeno. 
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1. INTRODUCCIÓN .  

S. maltophilia es una bacteria Gram negativa ampliamente distribuida en el ambiente ya 

que se puede encontrar en suelo, agua, vegetales, animales y en cualquier área del ambiente 

hospitalario. En los últimos años ha sido frecuentemente aislada de pacientes hospitalizados, 

especialmente con estados inmunocomprometidos, y debido al amplio espectro de 

multirresistencia que posee a los antimicrobianos se ha convertido en un foco central de atención 

de patógenos hospitalarios. 

S. maltophilia no es considerado un patógeno altamente virulento debido a que posee un 

rango limitado de factores de virulencia en comparación con otros patógenos, proteínas que 

contribuyen a la inducción de daño en el hospedero incluyen: enzimas extracelulares, 

lipopolisacárido, flagelo, fimbrias, sistemas de secreción tipo IV, entre otros. Uno de los 

principales mecanismos que contribuyen a la virulencia de S. maltophilia es su capacidad de 

formar biofilm sobre superficies bióticas como células epiteliales, o superficies abióticas como 

catéteres médicos, teflón, vidrio, plástico, etc. Se identificó que el flagelo y la fimbria tipo 1 que 

expresa S. maltophilia son elementos importantes que promueven la formación de biofilm. Sin 

embargo, en el genoma de la bacteria existen genes que codifican para otro tipo de fimbrias que 

se sabe están relacionadas con la formación de biofilm y que están estrechamente asociadas con 

enfermedades. Es el caso de las fimbrias tipo IV que representan factores de virulencia 

esenciales en patógenos como Escherichia coli enteropatógena, Vibrio cholerae, Pseudomonas 

aeruginosa, entre otros. Las fimbrias tipo IV promueven la capacidad de colonizar y adherirse 

a superficies bióticas y abióticas, ya sea a través del contacto directo con los receptores de la 

célula hospedadora o promoviendo interacciones bacterianas que conducen a la formación de 

microcolonias, además de modular la formación de biofilm y participar en diversidad de 

funciones.  

Los componentes principales de la fimbria tipo IV son: el filamento que está formado por 

monómeros de una proteína llamada pilina, y que puede elongarse y retraerse a través de la 

acción de 2 ATPasas citoplasmáticas, las cuales proporcionan la energía para la polimerización 

o despolimerización de la pilina; otros componentes principales son las proteínas que se anclan 

en la membrana interna; las proteínas que atraviesan el espacio periplásmico y las que se anclan 

en la membrana externa. 
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Las fimbrias tipo IV se clasifican en 2 tipos (IVa y IVb), dicha clasificación se basa en las 

longitudes de la pilina principal, la organización de los genes en el cromosoma y la longitud del 

péptido señal de la prepilina.   

En el grupo del laboratorio del Centro de Detección Biomolecular se hicieron análisis 

bioinformáticos en el genoma de S. maltophilia ATCC 13637 con el fin de buscar genes 

relacionados con la formación de la fimbria tipo IV y se encontraron dos grupos de genes 

relacionados con las 2 clases de fimbria tipo IV: clase A y clase B. 

La participación de tales genes asociados a la expresión de las fimbrias tipo IV podría ser 

de gran importancia en la formación de biofilm y el desarrollo de la enfermedad causada por S. 

maltophilia. Esto aportaría nuevos conocimientos acerca de la contribución de factores de 

virulencia en el mecanismo de patogenicidad con la finalidad de planear estrategias para 

contrarrestar el grave problema que representa este patógeno emergente a nivel mundial.  
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2. MARCO TEÓRICO . 

2.1. Historia y características de S. maltophilia. 

Esta bacteria fue descrita por primera vez en 1887 por Booker en un estudio realizado 

para identificar bacterias presentes en heces de niños con diarrea, donde además de aislar 

muchos otros microorganismos, hubo un grupo con características de movilidad, capacidad para 

licuar gelatina y coagular leche, al que nombró como Bacillus A (Booker, 1887). En 1903, Ford 

aisló microorganismos del intestino de un niño con características similares al descrito por 

Booker y consideró que sería más adecuado nombrarlo ñBacillus bookeriò, además describió 

otras características de esta bacteria como: su forma bacilar, no formador de esporas, 

incapacidad de utilizar glucosa, lactosa o fructosa como fuentes de carbono; incapacidad para 

reducir el nitrato a nitrito y para producir indol (Ford, 1903). En 1926, Levine y Soppeland 

propusieron nombrar oficialmente a esta bacteria como ñBacterium bookeriò. Más tarde, en 

1943, Edward aisló también a esta bacteria de líquido pleural y con base en las características 

morfológicas y bioquímicas fue clasificada como Bacterium bookeri (Hugh & Ryschenkow, 

1961). 

El manual de Bergey de Bacteriología Determinativa de los años 1923 y 1957 emplea el 

nombre de ñAlcaligenes bookeriò para referirse a este microorganismo ya que comparte 

características similares con Bacterium bookeri (Bergey, 1957) En 1960, Hugh y Ryschenkow 

describieron a A. bookeri como una especie incertae sedis ya que no se pudo identificar dentro 

de un taxón por las propiedades sui géneris del mismo microorganismo, pues estas 

características no se compartían del todo con el género de Alcaligenes (Hugh & Ryschenkow, 

1961). En 1958, Hugh y colaboradores aislaron bacterias de un raspado orofaríngeo de un 

paciente con carcinoma oral con características morfológicas y fisiológicas definidas, así como 

atributos serológicos similares a Pseudomonas, describieron a este microorganismo como un 

bacilo curveado Gram-negativo, móvil con uno o más flagelos polares, catalasa y ADNasa 

positivas, producción de ácido en el medio de oxidación-fermentación de Hugh Leifson (medio 

O/F), productor de una débil pigmentación amarilla y con la capacidad de utilizar metionina. 

Con base a tales características, propusieron la clasificación de Pseudomonas maltophilia 

(maltophilia deriva de la palabra anglosajona ñmaltaò y del griego ñphiliaò, lo que literalmente 

significa 'amigo de malta') (Leifson, 1958). Más tarde, en 1961 Hugh y Ryshenkow renombraron 

a Bacterium bookeri como P. maltophilia (Hugh & Ryschenkow, 1961). 
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 Durante varios años, la clasificación taxonómica de esta especie no quedó del todo clara, 

una serie de argumentos en la literatura de esos años apuntaba a similitudes entre P. maltophilia 

con el género de Xanthomonas, pero no se realizó una re-clasificación de este microorganismo 

al género Xanthomonas (Swings, 1983). Fue hasta que, en 1981, Swings y colaboradores, 

realizaron estudios genotípicos y fenotípicos que consistieron de análisis moleculares del gen 

16S del ARNr (hibridación ADN-ARNr y ADN-ADN), comparación enzimática, composición 

de ácidos grasos, contenido de GC, entre otras características morfológicas y fisiológicas que 

llevaron a re-clasificar a P. maltophilia en el género de Xanthomonas (Swings, 1983).   

En 1993 Palleroni y colaboradores, con base en evidencias de análisis moleculares de 

genes que codifican las subunidades ribosomales entre las diferentes especies de Xhantomonas 

con P. maltophilia, además de otras características morfológicas y bioquímicas (Tabla 1) 

propusieron la creación del nuevo género de Stenotrophomonas (Stenos, del griego estrecho; 

trophos, del griego alimento; monas, del griego única o unidad), con S. maltophilia como el 

único miembro (Palleroni & Bradbury, 1993). Esta designación hace referencia a la poca 

variedad de sustratos que estas bacterias son capaces de metabolizar, aunque actualmente se 

conoce del gran potencial biotecnológico que posee esta bacteria debido a la amplia variedad de 

compuestos que utiliza para su nutrición.   

Actualmente, el género de Stenotrophomonas incluye 8 especies: S. maltophilia, S. 

nitritireducens, S. rhizophila, S. acidaminiphila, S. koreensis, S. humi, S. terrae y S. 

chelatiphaga. Todas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza desempeñando 

funciones ecológicas importantes dentro de los ciclos del nitrógeno y azufre. Además, varias de 

estas especies poseen interés biotecnológico, por lo que están siendo ampliamente estudiadas 

(Mukherjee & Roy, 2016).  

S. maltophilia es un bacilo Gram-negativo, recto o ligeramente curvo (Figura 1), aerobio 

obligado, no fermentador, oxidasa variable, catalasa positivo y móvil debido a los flagelos 

polares que posee; requiere metionina para crecer, su temperatura optima de crecimiento es de 

35°C y utiliza la maltosa como principal fuente de carbono (Brooke, 2012).  
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                      Tabla 1. Principales diferencias entre S. maltophilia y Xanthomonas spp. 

CARACTERÍSTICAS  S. maltophilia Xanthomonas Spp. 

N° de flagelos >1 1 

Fimbrias + - 

Pigmentación amarilla - + 

Síntesis de gomas xantana - + 

Asparagina como fuente de C y N  + - 

Reducción de nitratos + - 

Hidrolisis de quitina + - 

Crecimiento a 37°C + - 

Reacción de oxidasa  + - 

Resistencia a tetraciclina, novobiocina + - 

           Modificado de Palleroni & Bradbury, 1993  

Generalmente es un microorganismo ambiental de localización ubicua capaz de 

colonizar diferentes nichos ecológicos desde fuentes provenientes de ambientes clínicos como: 

nebulizadores, catéteres venosos centrales, tubos de succión, ventiladores, endoscopios, 

soluciones de irrigación, entre otros; hasta en ambientes no clínicos como: suelos, raíces de 

plantas, sumideros, lagos subterráneos, agua embotellada, aguas residuales, pozos y ríos. 

Asimismo se ha identificado colonizando diferentes organismos como conejos, peces, 

serpientes, cabras, búfalos, cocodrilos, entre otros (Brooke, 2012).  

En los últimos años, esta bacteria ha emergido como causante de diversas enfermedades 

en seres humanos (Looney et al., 2009). Al respecto, Crossman y colaboradores sugieren que S. 

maltophilia se ha adaptado a la colonización en el ser humano por la pérdida de ciertos rasgos 

característicos de patógenos de planta y la ganancia de factores potencialmente virulentos para 

el ser humano (Crossman et al., 2008).  
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Figura 1. Tinción de Gram y características microscópicas de S. maltophilia. Tomado de Juliet & Fernandez, 2006  

 

En este sentido, normalmente S. maltophilia es coaislada con otros microorganismos 

como bacterias o levaduras (P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, 

E. coli, especies de Enterobacter, Candida albicans, entre otros) debido a la amplia variedad de 

nichos ecológicos en los que se puede encontrar y en donde genera la relación con estos 

microorganismos. Por ejemplo, en diversos estudios se sugiere que la colonización persistente 

por P. aeruginosa y el daño que genera a la mucosa epitelial contribuyen a que S. maltophilia 

habite el epitelio respiratorio de pacientes con fibrosis quística (FQ), especialmente en pacientes 

que han sido colonizados por períodos más largos (Nicoletti et al., 2011).  

Los factores de riesgo para la adquisición de infecciones por S. maltophilia están 

asociados con sistema inmune comprometido, como pacientes con diversos tipos de cáncer, 

trasplante de órganos, tratamientos que involucren el uso permanente de dispositivos tales como: 

catéter venoso central o tubos de ventilación, pacientes con exposición prolongada a antibióticos 

de amplio espectro y por último con hospitalizaciones prolongada (Looney et al., 2009). Además 

de que también se ha reportado que este patógeno es capaz de causar enfermedades a individuos 

con sistema inmune competente (Brooke, 2012). 

2.2. Epidemiología.  

Existen pocos reportes hasta antes de 1970 respecto de la relación entre S. maltophilia y 

las enfermedades en humanos. Fue a partir de 1980 cuando esta bacteria se reportó cada vez con 

más frecuencia en diversos países como un patógeno nosocomial emergente, especialmente en 

pacientes con neutropenia posquimioterapia y con catéteres venosos centrales permanentes 
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(Chang et al., 2015). A inicios de 1990, programas de vigilancia de todo el mundo reportaron 

las características patogénicas de esta bacteria, así como la resistencia a múltiples fármacos en 

aislados provenientes de ambientes hospitalarios, especialmente de hospederos 

inmunocomprometidos (Jean et al., 2015).  

Durante los años 1997 al 2003, los datos registrados a nivel mundial indicaron que la 

prevalencia de enfermedades causadas por S. maltophilia en la población general fue de 0.8 a 

1.4%, mientras que durante 2007-2012 incrementó de 1.3 a 1.68% (Chang et al., 2015).  

En el período de 1997 a 2012, la prevalencia de las infecciones del tracto respiratorio 

(ITR) asociadas con este patógeno registraron un incremento de 1.6 a 6.3% entre diversos países 

y continentes, respecto de las otras enfermedades causadas por S. maltophilia (Farrell et al., 

2014; Zhanel et al., 2011). Durante 2009 a 2012, Estados Unidos de América registró la 

prevalencia más alta (4.4%) de enfermedades respiratorias causadas por esta bacteria. Además, 

S. maltophilia fue el sexto patógeno más común causante de enfermedades respiratorias en este 

país durante este período (Farrell et al., 2014). 

En el 2004, S. maltophilia fue ubicado entre los 15 principales patógenos aislados de 

pacientes pediátricos en hospitales de Norteamérica y América latina (Del Toro et al., 2006). En 

2006, del Toro y colaboradores reportaron los resultados de un estudio retrospectivo sobre 

infecciones causadas por S. maltophilia en el Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla 

España entre 1998 a 2001, en donde se reportó que esta bacteria causa un amplio espectro de 

enfermedades en pacientes inmunodeprimidos. Además, la infección con este patógeno se 

relacionó con una elevada mortalidad (Del Toro et al., 2006).  

Otro estudio retrospectivo que abarcó del 2008 a 2013 en un centro de traumatología de 

nivel I en la India, identificó que S. maltophilia es aislada principalmente de pacientes 

masculinos, dichos pacientes mejoraron solo con la remoción del catéter o instrumento 

permanente en uso, el resto mejoró por el cambio de terapia y solo algunos tuvieron un desenlace 

fatal. En este mismo estudio se observó que una hospitalización prolongada (14 días o más), es 

un factor de riesgo para la adquisición de este patógeno (Rajkumari et al., 2015).  

Otro trabajo realizado en el período del 2011 a 2016 en diferentes hospitales de Bulgaria, 

estudiaron aislados de S. maltophilia provenientes de muestras de pacientes de entre 1 ï 94 años 

de edad provenientes de unidades de cuidado intensivo (UCI), los resultados resaltaron la 

importancia de la sensibilidad de todos los aislados a los antibióticos trimetropin y 
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sulfametoxazol (TMP/SMX), mientras que los análisis filogenéticos indicaron una posible 

propagación interhospitalaria de cepas, pues éstas se encontraban genéticamente relacionadas 

aun cuando provenían de diferentes hospitales (Strateva et., al 2019).  

Por otra parte, en el 2012, esta bacteria fue identificada como uno de los 4 principales 

patógenos asociados con infecciones intra-abdominales en la región de Asia-Pacífico y dentro 

de los 10 principales patógenos causantes de neumonía en Brasil, Argentina, Chile y México 

(Liu et al., 2012).  

En nuestro país son pocos los reportes acerca de la epidemiología de este organismo en 

el entorno hospitalario, sin embargo, existe una gran cantidad de datos que indican las 

características de multirresistencia de cepas y su diversidad genética. Del 2000 a 2016, se realizó 

un estudio en el Instituto Nacional de Cancerología de la ciudad de México sobre infecciones 

sanguíneas y neumonías causadas por S. maltophilia en pacientes con cáncer, los resultados 

indicaron que 1.2% de infecciones sanguíneas y 2.7% de neumonías son causadas por este 

patógeno en este grupo de pacientes. Además, el 5% de las cepas aisladas fueron resistentes al 

tratamiento de elección trimetropin y sulfametoxazol (Velazquez-Acosta et al., 2018).  

En otro estudio realizado en 2 hospitales de nuestro país (Monterrey y Guadalajara) 

durante los años de 2006 a 2013, se caracterizaron 119 cepas de S. maltophilia que fueron 

aisladas de tracto respiratorio (61.3%), muestras de sangre (16%) y heridas (11.8%) de pacientes 

provenientes de las unidades de cuidado intensivo. El 75% de los aislados presentaron alta 

resistencia a los antibióticos utilizados y una gran diversidad genética, lo que indicó que las 

infecciones por este patógeno fueron adquiridas de manera independiente y no como 

consecuencia de la estancia de pacientes en el ambiente hospitalario (Flores-Trevino et al., 

2014).  

Los datos acumulados alrededor del mundo indican que S. maltophilia es un patógeno 

oportunista y multirresistente a fármacos que representa una emergencia de salud 

principalmente en personas inmunocomprometidas, así como en la población general. Sin 

embargo, es poca la información sobre los mecanismos y los factores de virulencia que esta 

bacteria emplea para causar daño y generar enfermedad en seres humanos.  

2.3. Factores de virulencia de S. maltophilia. 

S. maltophilia es generalmente considerado un patógeno de baja virulencia debido a que 

posee pocos atributos asociados a la patogenicidad, lo que se refleja en la capacidad de causar 
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enfermedades principalmente a personas con sistema inmune comprometido. Tales 

características lo incluyen en la clasificación de patógeno oportunista (Adegoke et al., 2017).  

Los factores de virulencia son moléculas expresadas por los microorganismos patógenos 

que causan daño al hospedero y contribuyen a la generación de enfermedad. Se consideran como 

factores de virulencia a toxinas, adhesinas fimbriales y afimbriales, enzimas hidrolíticas, flagelo, 

sistemas de secreción, etc (Casadevall & Pirofski, 2009).  

Al respecto, diversos estudios han reportado que S. maltophilia posee factores de 

virulencia que secreta al ambiente extracelular y factores que permanecen asociados a su 

estructura, los cuales se explican a continuación.  

 

2.3.1. Factores de virulencia extracelulares. 

2.3.1.1. Enzimas extracelulares. 

Las enzimas extracelulares como: lipasas, proteasas, elastasas, ADNasa, ARNasa, 

fibrolisina, proteinasa K y mucinasas; contribuyen a la digestión de proteínas del tejido y del 

suero generando una fuente rica de aminoácidos y azúcares simples para la supervivencia y 

crecimiento del patógeno, pero generando el colapso de la estructura inmune del hospedero, 

lesiones y hemorragia (Crossman et al., 2008; Nicoletti et al., 2011). 

2.3.1.1.1. Proteasas. 

La principal función de las proteasas es asegurar aminoácidos libres necesarios para el 

crecimiento y desarrollo de las bacterias, pero existe evidencia de que actúan como factores de 

virulencia al causar daño en el hospedero. En S. maltophilia la producción de enzimas 

proteolíticas proporciona ventajas en la supervivencia, el crecimiento y la propagación en 

condiciones ambientales desfavorables. Estas enzimas están presentes tanto en aislados 

ambientales como en clínicos, por lo que se asume que los genes que codifican para estas 

proteínas han sido adquiridos de ambientes no hospitalarios. La proteasa principal en este 

patógeno es llamada serina proteasa 1 de S. maltophilia (StmPr1), la cual contribuye con el daño 

tisular local y microhemorragias en el epitelio respiratorio de los pacientes 

inmunocomprometidos, su efecto induce el redondeamiento celular y desprendimiento de 

células afectando las conexiones con la matriz extracelular (Windhorst et al., 2002). Además, 

esta proteasa induce la secreción de IL-8 vía activación del receptor 2 en células epiteliales de 

pulmón humano (DuMont & Cianciotto, 2017).  
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S. maltophilia expresa otra proteasa extracelular menor llamada StmPr2 que está 

presente en aislados clínicos de pacientes con FQ (Nicoletti et al., 2011). Esta proteasa junto 

con la StmPr1 es secretada por el sistema de secreción tipo II de la bacteria. Reportes recientes 

indican que ambas proteasas contribuyen a la degradación de las proteínas de la matriz 

extracelular (DuMont & Cianciotto, 2017). Otras 2 proteasas de este tipo han sido identificadas 

en este patógeno, aunque la más importante en la generación de daño en el hospedero es la 

StmPr1 (Trifonova & Strateva, 2018). 

 Otras proteasas incluyen la gelatinasa que representa una característica bioquímica 

importante de la especie, más del 85% de las cepas son productoras de esta enzima. En otros 

patógenos, esta enzima contribuye en la formación de biofilm, degradación del tejido del 

hospedero e inactivación del complemento. Sin embargo, en S. maltophilia existen pocos 

reportes de la participación de esta enzima en el desarrollo de la enfermedad (Brooke, 2012).  

La fibrinolisina, también llamada estreptoquinasa, es otra enzima producida por esta 

bacteria que degrada el coágulo de fibrina alrededor de las lesiones y facilita la diseminación de 

la bacteria en el organismo (Looney et al., 2009; Trifonova & Strateva, 2018). 

2.3.1.1.2. Esterasas y Lipasas. 

Las esterasas son un grupo de enzimas hidrolíticas que catalizan la hidrólisis de alcoholes 

o ácidos y contribuyen con la destrucción de las membranas celulares de células hospederas por 

lo que son considerados importantes factores de virulencia. Se ha identificado la expresión de 

esta enzima en una alta proporción de aislados clínicos obtenido de pacientes con FQ (Nicoletti 

et al., 2011).  

Las lipasas son enzimas que mejoran la sobrevivencia de la bacteria en ambientes 

restringidos de carbohidratos en donde los lípidos son la única fuente de carbono, además 

también contribuyen en la adhesión a tejidos del hospedero. Diferentes estudios en aislados 

clínicos de S. maltophilia han demostrado que todos producen lipasa en altas cantidades, lo que 

sugiere el importante papel de estas enzimas en la patogénesis (Thomas et al., 2014). 

 Las fosfolipasas hidrolizan los fosfolípidos y contribuyen a la virulencia por la capacidad 

para destruir las membranas celulares. En el genoma S. maltophilia se han identificado genes 

que codifican para la fosfolipasa C no hemolítica (lecitinasa) y las fosfolipasas de clase D 

(Trifonova & Strateva, 2018). La actividad de estas enzimas ha sido reportada para aislados 
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clínicos lo que indica su importancia en el mecanismo de patogenicidad de esta bacteria 

(Trifonova & Strateva, 2018). 

2.3.1.1.3. Nucleasas, Hialuronidasa y Heparinasa. 

 La producción de nucleasas extracelulares (ADNasa y ARNasa) ha sido evidenciado en 

todos los aislados clínicos de S. maltophilia. Aunque no se ha demostrado el papel de estas 

enzimas como factor de virulencia, se conoce que la ADNasa contribuye a la evasión de la 

respuesta inmune mediante la degradación de las trampas extracelulares de neutrófilos (NETs, 

siglas en inglés). Los NETs son redes de fibras extracelulares compuestas principalmente de 

ADN de neutrófilos que unen a las bacterias en los espacios extracelulares, evitando la 

diseminación de patógenos. Además, estas estructuras contienen altas concentraciones de 

moléculas antimicrobianas que contrarrestan los factores de virulencia bacterianos (O'Brien & 

Davis, 1982). 

 Las hialuronidasas son enzimas que degradan el ácido hialurónico, aunque algunas 

también actúan sobre condroitín sulfato. Su papel como factor de virulencia está relacionado 

con la invasión y diseminación en tejidos del hospedero. En el genoma de S. maltophilia se 

encuentran genes que codifican para estas enzimas, pero todavía no ha sido demostrado el papel 

en el desarrollo de la enfermedad (Kreil, 1995). 

Heparinasa es una enzima que tiene la función de degradar heparin sulfato un 

componente de la matriz extracelular, contribuyendo a la invasión y diseminación en el 

hospedero. En S. maltophilia se ha identificado la producción de esta enzima en aislados 

clínicos, así como en cepas provenientes de dispositivos médicos (Thomas et al., 2014; 

Trifonova & Strateva, 2018). 

2.3.1.1.4. Hemolisinas, Citotoxinas y Sideróforos. 

La producción de hemolisinas es de gran relevancia para la virulencia de patógenos. La 

actividad de esta proteína ha sido identificada en todos los aislados clínicos de S. maltophilia.  

Aunque estudios específicos no han sido dirigidos para conocer los genes relacionados con la 

producción de estas enzimas (Trifonova & Strateva, 2018). 

Las citotoxinas también han sido identificadas en este patógeno, efectos como 

redondeamiento, pérdida de uniones intercelulares, alteraciones de membrana y muerte celular 

de la célula hospedera ocurren como consecuencia de la acción de proteínas secretadas al medio 

extracelular provenientes de esta bacteria. Tales efectos han sido observados sobre células HeLa 
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y Vero, las citotoxinas responsables de tales efectos parecen ser lábiles a temperatura debido a 

que un incremento de la temperatura a 56°C evita los efectos tóxicos sobre estas células 

(Figueiredo et al., 2006). 

S. maltophilia también cuenta con sideróforos, componentes que poseen alta afinidad 

por compuestos férricos y que permiten al patógeno sobrevivir bajo condiciones limitadas de 

hierro en el hospedero. Los sideróforos contribuyen también a la inducción del daño en el 

hospedero estimulando la expresión de citocinas pro-inflamatorias. Estudios sobre el tipo de 

sideróforo que expresa esta bacteria indican que es una molécula tipo catecol con una estructura 

distinta a las previamente descritas, por lo que posiblemente utilice un nuevo mecanismo para 

la utilización de hierro (Garcia et al., 2012). 

2.3.2. Factores de virulencia asociados a células.  

2.3.2.1. Lipopolisacárido (LPS).  

Es un componente clave de la membrana externa característico de las bacterias Gram-

negativas, el LPS es considerado un factor de virulencia implicado no solo en la colonización 

sino también en la resistencia a la eliminación celular mediada por el complemento y por la 

acción de algunos antibióticos (Vidigal et al., 2014). Los cambios estructurales del LPS han sido 

correlacionados con la resistencia a una gran variedad de agentes antimicrobianos ya que 

representa una de las primeras líneas de ataque de la bacteria durante la infección (McKay et 

al., 2003).  

En S. maltophilia, una enzima con actividades fosfoglucomutasa y fosfomanomutasa 

está asociada con la producción del LPS y con la resistencia a diversos agentes antimicrobianos. 

De manera interesante, la mutación del gen que la codifica (spgM) genera una cepa de S. 

maltophilia no patógena incapaz de causar daño en un modelo animal y susceptible a diversos 

antibióticos  (McKay et al., 2003; Vidigal et al., 2014). Tales datos indican la importancia del 

lipopolisacárido en la resistencia antimicrobiana y en la virulencia de S. maltophilia, tal como 

se ha demostrado en otros patógenos. 

2.3.2.2. Flagelo.  

Es una estructura que tiene la función principal de brindar movilidad a la bacteria, así 

como la característica de quimiotaxis. Las bacterias pueden tener más de 1 flagelo y pueden ser 

polares (1 o más flagelos en los polos) o perítricos (diversos flagelos en toda la superficie de la 
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bacteria). Además de la movilidad, esta estructura cumple con otras funciones que difieren entre 

bacterias y durante el ciclo de vida bacteriana, por ejemplo; formación de biofilm, exporte de 

proteínas, virulencia y adhesión (Haiko & Westerlund-Wikstrom, 2013). Su papel como una 

adhesina está asociada con la autoagregación y colonización sobre superficies bióticas y 

abióticas debido a que contrarresta las fuerzas de repulsión entre la bacteria y las superficies a 

colonizar.  

De manera general, el flagelo está formado por cerca de 30 proteínas estructurales, el 

organelo flagelar puede medir más de 60 nm de ancho y 10 mm de largo. Su estructura está 

formada por 3 partes: el cuerpo basal (contiene el motor reversible que ancla la estructura a la 

membrana), el gancho (se extiende de la parte superior del cuerpo basal y conecta con el 

filamento) y el filamento (es una estructura que tiene la capacidad de rotar y funcionar como 

una hélice que impulsa a la bacteria para darle movilidad) (Haiko & Westerlund-Wikstrom, 

2013). 

S. maltophilia puede contener desde un solo flagelo polar hasta varias estructuras 

flagelares (Figura 2) que pueden llegan a medir aproximadamente 45 nm de ancho y 15 ɛm de 

largo y son indistinguibles de otros flagelos como los producidos por E. coli o Salmonella. La 

proteína estructural FliC es una flagelina de 38 kDa que muestra una identidad de cerca del 71 

a 78% en sus primeros 14 residuos de aminoácidos con las flagelinas de E. coli, Proteus 

mirabilis, Shigella sonnei y Serratia marcescens; mientras que una menor identidad de 57.2% 

con P. aeruginosa (De Oliveira-Garcia et al., 2003).   

Su función en este patógeno ha sido bien documentada y representa un factor de 

virulencia importante para el establecimiento de infecciones oportunistas en pacientes 

hospitalizados e inmunodeprimidos. Se ha demostrado que promueve la interacción inicial con 

superficies bióticas y abióticas durante las etapas tempranas del desarrollo del biofilm, mientras 

que cepas mutantes de flagelo no son capaces de formar dichas estructuras (De Oliveira-Garcia 

et al., 2003). 
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Figura 2. Flagelos de S. maltophilia. Micrografías electrónicas que muestran la expresión de flagelos de un aislado clínico 

(SMDP92). Las cepas pueden tener uno (A) a varios flagelos (B, C) pero todos ellos muestran una disposición polar. Imagen 

tomada de Oliveira-Garcia et al., 2003.  

 

2.3.2.3. Fimbrias.  

La adherencia a células epiteliales es clave para el inicio de la colonización con o sin 

invasión posterior de los tejidos del huésped en muchas bacterias. Las proteínas que le confieren 

a los microorganismos la capacidad de adherirse a diversas superficies son llamadas adhesinas, 

éstas pueden ser fimbriales o afimbriales (Hospenthal et al., 2017).  

Las adhesinas fimbriales, comúnmente llamadas fimbrias o pili, son estructuras fibrilares 

que se encuentran en la superficie de bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y de arqueas, 

sus funciones principales son la adherencia, movilidad, la transferencia horizontal de genes, 

entre otras  (Hospenthal et al., 2017; Trifonova & Strateva, 2018).  

S. maltophilia produce la fimbria llamada SMF-1 (Fimbria tipo-1 de S. maltophilia), un 

pilus ensamblado por la vía de la chaperona-ayudadora que media la adherencia, participa en 

etapas tempranas de la formación del biofilm y puede aglutinar eritrocitos (De Oliveira-Garcia 

et al., 2003). Las fimbrias SMF-1 son estructuras semiflexibles perítricas de 5-7 nm (Figura 3), 

como muchos tipos de fimbrias su expresión se ve influenciada por las condiciones de 

crecimiento; por ejemplo: se producen a 37 °C pero no a 18 °C (Crossman et al., 2008). Estas 

fimbrias son expresadas exclusivamente por cepas de S. maltophilia de origen clínico y no por 

cepas ambientales, lo que indica que son factores de virulencia determinantes en el proceso de 

las enfermedades generadas por este patógeno (Brooke, 2012; De Oliveira-Garcia et al., 2003). 

Además de su función en la adherencia y el desarrollo del biofilm, se ha demostrado que SMF-

1 actúa como antígeno que estimula la inducción de citocinas pro-inflamatorias como la 



      

 

Página | 16  

 

interleucina 1 beta (IL-1ɓ), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-Ŭ), la interleucina 8 (IL-8) 

y la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (Zgair & Al-Adressi, 2013). 

 

 

Figura 3. Micrografía electrónica de la fimbria SMF -1 de S. maltophilia. Aislado clínico (SMDP92) cultivado a 37°C en 

agar sangre y tinción negativa con 1% de ácido fosfotúngstico. Se indican con flechas finas fimbrias SMF-1. Imagen tomada 

de Oliveira-Garcia et al., 2003.  

2.3.2.4. Sistema de secreción tipo IV (SST4).  

Los sistemas de secreción tipo IV son una superfamilia altamente diversa de sistemas de 

secreción encontradas en muchas especies de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Estos 

sistemas median un amplio rango de eventos de transferencia de ADN durante la conjugación 

bacteriana, así como la transferencia de proteínas efectoras dentro de células eucariotas y 

competidores bacterianos. Basado en la variedad de funciones, los SST4 se clasifican en: 1) 

sistemas de conjugación, 2) sistemas translocadores de efectores y 3) sistemas intercambiadores 

de proteínas/ADN independientes de contacto (Bayer-Santos et al., 2019). 

La conjugación es uno de los mecanismos principales por el que se lleva a cabo la 

transferencia horizontal de genes, dicho evento es crucial para la propagación de los genes de 

resistencia a los antibióticos entre las poblaciones bacterianas principalmente en el ambiente 

hospitalario (Hong et al., 2017; Hospenthal et al., 2017). A pesar de que existe diversidad de 

sustratos y funciones que realiza el SST4, estos se encuentran evolutivamente relacionados, 

comparten componentes comunes y operan de manera similar. Por lo general, consta de 12 

componentes, que son nombrados de VirB1-VirB11 y VirD4. La mayoría de las veces se 

encuentran múltiples copias de estas proteínas asociadas a la membrana, interactuando consigo 
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mismas y entre sí. Las proteínas VirB6 hasta VirB10 se encuentran en el periplasma, en las 

membranas interna y externa; las cuales forman el canal de secreción junto con otras proteínas 

accesorias. VirB4, VirB11 y VirD4 se localizan en la membrana interna y sirven como las 

ATPasas que alimentan el sistema (Green & Mecsas, 2016). La translocación o secreción de 

ADN, proteínas o complejos ADN/proteínas se produce mediante una serie de pasos que 

requiere componentes de la membrana interna y externa que determinan la formación de 

filamentos también llamados ñpseudopiliò formado por la ñpseodopilinaò (Berry & Pelicic, 

2015; Giltner, et al., 2012). 

De manera reciente, se demostró que S. maltophilia expresa un SST4 que promueve la 

muerte de especies competidoras que habitan su mismo nicho, tal propiedad antibacteriana 

provee una ventaja competitiva a este patógeno en comunidades polimicrobianas contribuyendo 

al incremento en la resistencia y sobrevivencia en los diferentes nichos que coloniza (Bayer-

Santos et al., 2019). 

Este sistema de secreción probablemente también está relacionado con el fenotipo de 

multirresistencia que caracteriza a esta bacteria así como en la capacidad que tiene este patógeno 

de captar ADN libre del ambiente (Bayer-Santos et al., 2019). 

2.4. Resistencia a antibióticos.  

S. maltophilia es una bacteria que posee un alto nivel de resistencia a múltiples clases de 

antibióticos estructuralmente no relacionados como: b-lactámicos, macrólidos, cefalosporinas, 

fluoroquinolonas, aminoglucósidos, carbapenems, cloranfenicol, tetraciclinas y polimixinas. 

Esta resistencia es provista por múltiples mecanismos que son resumidos en la tabla 2, entre 

estos se encuentran: baja permeabilidad de la membrana externa, la presencia de bombas de 

eflujo, beta-lactamasas, enzimas modificadoras de antibióticos, transposones, integrones y la 

capacidad de formar biofilms (Brooke, 2012; Crossman et al., 2008).  

La secuenciación del genoma de S. maltophilia (cepa K279a) demostró la presencia de 

numerosos genes relacionados con la resistencia a múltiples antibióticos, lo cual ha sido 

demostrado en una gran cantidad de trabajos experimentales que demuestran la capacidad 

multirresistente de este patógeno (Brooke, 2012; Crossman et al., 2008). 

 

 



      

 

Página | 18  

 

Tabla 2. Mecanismos moleculares de la resistencia a antibióticos de S. maltophilia. 

Mecanismos Determinante asociado Resistencia antibiótica relacionada 

ɓ-lactamasas Dependiente de ampR ɓ-lactamasas 

Integrón de clase 1 y 

elementos de inserción 

de región común 

(ISCR) 

sul1, sul2, dfrA TMP/SMX 

Bombas de eflujo Familia RND: SmeABC, SmeDEF, 

SmeOP, SmeVWX, and SmeYZ 

Familia ABC: SmrA, MacABCsm 

Familia MFS: EmrCABsm 

Quinolonas, fluoroquinolonas, ácido 

furásico, ácido nalidíxico y eritromicina 

Plásmido Qnr Smqnr Quinolonas y tetraciclina 

Enzimas modificadoras 

de antibióticos  

AAC (6)-Iz, APH (3ǋ)-IIc, AAC (6ǋ)-

Iak 

Aminoglucósidos 

Lipopolisacárido  SpgM (Fosfoglucomutasa) Aminoglucósidos, polimixina B, tetraciclina/ 

ácido clavulánico y penicilina  

Modificado de Chang et al., 2015.  

Se ha sugerido que la multirresistencia en esta bacteria se debe a un mecanismo 

intrínseco que no es consecuencia de la adquisición de genes de resistencia que adquieren las 

cepas en el ambiente clínico, debido a que diversos aislados ambientales también poseen esta 

característica, por lo que se piensa que estos mecanismos son adquiridos en ambientes naturales 

no humanos (Brooke, 2012; Crossman et al., 2008).  

Debido a la alta resistencia a antibióticos el adecuado tratamiento para infecciones por 

S. maltophilia es un reto. El uso de TMP/SMX solo o acompañado con otros agentes 

antimicrobianos como el ácido clavulánico (un inhibidor beta-lactámico) es considerado como 

la primera línea de tratamiento para infecciones causadas por esta bacteria. Aunque algunos 

estudios han informado una mayor resistencia a TMP/SMX, la mayoría de los estudios en todo 

el mundo muestran que S. maltophilia sigue siendo muy susceptible a este tratamiento (Chang 

et al., 2015; Looney et al., 2009; Zgair & Al-Adressi, 2013). Otros fármacos a los cuales 

históricamente S. maltophilia llega a ser sensible, además de TMP/SMX son: ceftazidima, 

ticarcilina-clavulanato y fluoroquinolonas; sin embargo, en varios estudios se muestra una 

tendencia alarmante a la resistencia de estos antibióticos. En México se propone el uso de 

levofloxacina como una opción terapéutica contra infecciones de S. maltophilia en el medio 

local (Flores-Trevino et al., 2014). 
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2.5. Identificación en el laboratorio.  

La identificación de S. maltophilia presenta un desafío para los laboratorios, 

considerando que la mayoría de las pruebas bioquímicas normalmente usadas para el 

diagnóstico bacteriológico resultan, con frecuencia, poco útiles para estos microorganismos ya 

que presenta similitudes bioquímicas con otros bacilos Gram negativos no fermentadores 

(BNNF) como Pseudomonas, Acinetobacter y Burkholderia (Koneman & Allen, 2008).  

En las últimas décadas se han descrito varios procedimientos para identificar este tipo 

de microorganismos mediante métodos convencionales, con nuevas pruebas bioquímicas, por 

ensayos de bacteriología analítica, mediante procesos que involucran al genoma bacteriano o 

con el empleo de sistemas diagnósticos comerciales como: Oxi-FERM, API 20E, API 20 NE, 

NF-System, MINITEX, Micro ID y R/B Enteria, entre otros (Koneman & Allen, 2008).  

Entre los métodos convencionales revisados, se destacan el de Hugh y Gilardi y el 

aportado por Silva, quienes seleccionaron un grupo de pruebas bioquímicas claves que permiten 

la identificación y clasificación de BNNF como S. maltophilia (Torrico Helguero). 

El aislamiento primario depende del tipo de muestra ya que S. maltophilia se puede aislar 

de: secreciones respiratorias, orina, heridas de la piel, sangre, pero normalmente S. maltophilia 

se desarrolla bien en agar nutritivo, agar sangre y agar Mac Conkey (con algunas excepciones), 

se incuba durante 18-24 horas a 35 ºC (Torrico Helguero).  

Después del crecimiento en los medios primarios se hace tinción de Gram de las colonias 

aisladas, al mismo tiempo que se realiza las pruebas de catalasa y oxidasa (Koneman & Allen, 

2008). A partir de una sola colonia se realiza la siembra en medios diferenciales (TSI, BHI 

caldo, UREA, CITRATO), se incuba durante 18-24 horas a 35 ºC; si no se observa viraje del 

indicador en el TSI (K/K), estaríamos frente a un microorganismo no fermentador por lo cual 

se realiza la prueba de azucares O/F de Hugs y Leifson (O/F glucosa, lactosa, maltosa, xilosa, 

manitol, sacarosa). Se interpretan las pruebas y se utiliza un diagrama de trabajo para 

identificación de este tipo de bacterias (figura 4) (Torrico Helguero; Koneman & Allen, 2008).  

Recordemos que S. maltophilia es un bacilo Gram negativo, no formador de esporas, no 

encapsulado, oxidasa negativa, lisina decarboxilasa positivo, móvil por flagelación polar, Indol 

negativo, no reduce nitratos, DNAsa positivo, oxida glucosa y maltosa (Brooke, 2012). 

Las colonias en agar sangre son de color café-grisáceo o color lavanda (por producción 

de pigmentos solubles) además de olor amoniacal. En agar MacConkey las colonias son 
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transparentes lactosa negativa. Es genéticamente resistente a muchos antibióticos, desarrolla   

mutaciones rápidamente contra varios antibióticos (Brooke, 2012; Koneman & Allen, 2008). 

Por lo que sus características bioquímicas se describen a continuación: 

 

Tabla 3. Características bioquímicas Stenotrophomonas maltophilia. 

Pruebas Bioquímicas Stenotrophomonas 

maltophilia 

Oxidasa - 

O/F glucosa A (retardada) 

O/F maltosa A 

O/F lactosa K 

O/F xilosa V 

O/F manitol K 

Movilidad + 

Nº flagelos н ǇƻƭŀǊ 

Gelatinasa + 

DNAsa + 

Fluorescencia - 

Lactasa - 

Ureasa - 

Indol - 

Producción de SH2 - 

Orinitina 

decarboxilasa 
- 

Lisina decarboxilasa + 

Arginina 

decarboxilasa 
- 

(A) Produce un medio ácido, (K) produce un medio alcalino. (-) Negativo, (+) positivo, (V) variable 

Existen otros tipos de medios como el medio selectivo de gram-negativos (GNSA) que 

sirve para el aislamiento rápido de cepas gram-negativas como S. maltophilia. Pero este tipo de 

identificación es un proceso que requiere tiempo y puede dar resultados falsos positivos los 

cuales conducen a la identificación incorrecta de las cepas (Moore et al., 2003). Por ello la mejor 

opción en medios de cultivo para el aislamiento de S. maltophilia son los medios VIA (agar base 

manitol) y SM2i (agar base Müeller Hinton) con antibióticos (Vancomicina, Imipenem, 

anfotericina B), los cuales son efectivos para el aislamiento y recuperación  de esta bacteria 

(Brooke, 2012; Adegoke et al., 2017).   
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Figura 4. Diagrama de trabajo para la identificación de bacilos negativos. LIA (Lisina Hierro Agar), TSI (Triple Azúcar 

Hierro Agar), MIO (Motilidad Indol Ornitina), KIA (Kligler Hierro Agar), (-) negativo, (+) positivo, (A) ácido, (K) alcalino. 

Obtenido de Torrico Helguero.   

Con la descripción completa del genoma de S. maltophilia K279a realizada por 

Crossman en 2008 se pudo establecer protocolos de diagnóstico rápidos y precisos basados en 

PCR. Lo cual se utilizó años después como un novedoso ensayo de detección de ácido nucleico 

de PCR en tiempo real, lo que da como resultado un menor tiempo (<5 h) para detectar y 

cuantificar a S. maltophilia (Mukherjee & Roy, 2016). 

Otro método para la detección rápida (< 60 min) es la amplificación isotérmica mediada 

por LOOP (LAMP) de ácidos nucleicos, la cual detecta la métalo-ɓ-lactamasa (L1) en aislados 

clínicos con una sensibilidad mayor a la de una PCR convencional (Kinoshita, et al., 2015). 

Además, se ha informado sobre el desarrollo de una nueva sonda peptídica de ácido 

nucleico (PNA) para la identificación de S. maltophilia por hibridación fluorescente in situ 

(FISH). PNA FISH es un método de identificación molecular muy rápido (menos de 90 minutos) 

y confiable (Hansen et al., 2014; Mukherjee & Roy, 2016). 
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3. MARCO DE REFERENCIA . 

3.1. Fimbrias tipo IV  (T4P). 

Anderson y Houwink en 1949 fueron los primeros científicos en notar la presencia de 

apéndices extracelulares de origen no flagelar en bacterias. En los primeros informes sobre estos 

apéndices bacterianos se produjo una nomenclatura confusa y variada que incluía "cerdas", 

"cilios", "filamentos", "fibrillas", "fimbrias", "pili" o "agujas". Sin embargo, a lo largo de los 

a¶os, los t®rminos 'pili' (lat²n; pelo, estructuras similar a pelo) y 'ýmbria' (lat²n; hilo o fibra) se 

han utilizado con mayor frecuencia y hoy en día se utilizan indistintamente para referirse a lo 

mismo, mientras que los términos "filamentos" y "agujas" ahora designan apéndices asociados 

con los sistemas de secreción de proteínas  (Fronzes et al., 2008).  

Las fimbrias son estructuras poliméricas proteicas presentes en una amplia gama de 

bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y en arqueas, desempeñan diversas funciones entre 

las que se encuentran la adherencia bacteriana, la movilidad y la transferencia horizontal de 

genes, entre otros. Además, son factores de virulencia cruciales para diversas enfermedades, 

tales como: infecciones urinarias, genitales y gastrointestinales. Por tal razón, representan 

blancos importantes para el desarrollo de vacunas (Fronzes et al., 2008; Hospenthal et al., 2017; 

Maier & Wong, 2015). 

Las estructuras y funciones de las fimbrias son diversas y reflejan adaptaciones 

bacterianas a condiciones ambientales únicas. Son principalmente descritas como organelos de 

adhesión, pero desempeñan también otras funciones importantes, tales como: unión con fagos, 

transferencia de ADN, formación de biofilm, agregación celular, invasión de la célula hospedera 

y ñtwitching motilityò (movilidad por deslizamiento) (Proft and Baker, 2009). En bacterias 

Gram-negativas, las fimbrias se clasifican en 4 tipos de acuerdo a su biogénesis y estructura 

fimbrial (Figura 5): 1) Fimbrias ensambladas por la vía de la chaperona ayudadora (CU), 2) 

Fimbrias tipo V, 3) Fimbrias ensambladas por la vía de la Precipitación-nucleación (Curli) y 4) 

Fimbrias tipo IV (Hospenthal et al., 2017). 

Las fimbrias ensambladas por la vía de la chaperona ayudadora son las más 

caracterizadas de este grupo y los prototipos son la Tipo I que se encuentran en toda la familia 

Enterobacteriaceae y las fimbrias P de E. coli uropatogénica (UPEC). Son estructuras 

heteropoliméricas formadas por un número pequeño de subunidades de proteínas diferentes en 

varias estequiometrías (Proft & Baker, 2009). Estas fimbrias están organizadas en 2 sub-
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estructuras, un extremo que consiste en una fibrilla delgada y corta que está montada sobre una 

varilla helicoidal de 1-2 µm de longitud. Son importantes factores de virulencia que facilitan las 

interacciones huésped-patógeno y son cruciales para el establecimiento y persistencia de la 

infección, además de ser clave en otros procesos como la formación de biofilm. En UPEC se ha 

reportado que utiliza los dos tipos de fimbria chaperona-ayudador (tipo 1 y tipo P) durante el 

desarrollo de infecciones de vías urinarias en seres humanos (Hospenthal et al., 2017). El 

ensamblaje de estas fimbrias inicia con el transporte de las subunidades (pilinas) a través de la 

membrana interna por el sistema de secreción general (SEC), una vez en el periplasma las pilinas 

son plegadas y estabilizadas por chaperonas periplásmicas formando un complejo subunidad-

chaperona. La chaperona en complejo conduce la subunidad a una nanomáquina insertada en la 

membrana externa conocida como la porina ñayudadoraò. El complejo chaperona-subunidad se 

rompe y la pilina polimeriza en un pilus que es secretado a través del poro del complejo 

ñayudadorò (Figura 5) (Hospenthal et al., 2017). 

Las fimbrias curli fueron inicialmente descritas en 1989 como fibras proteicas enrolladas 

encontradas en Enterobacterias como E. coli y Salmonella spp (Barnhart & Chapman, 2006). 

Consisten de unidades repetidas de la pilina principal CsgA (curlina), esta proteína posee 

propiedades estructurales y bioquímicas con las fibras amiloides encontradas en enfermedades 

neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer, así como las causadas por priones (Proft & 

Baker, 2009).  

Curli son los principales componentes proteicos de una matriz extracelular que producen 

muchas enterobacterias. Son fibras de 4 a 7 nm de ancho formadas por la pilina CsgA que se 

caracteriza por poseer una gran cantidad de hojas b-plegadas responsables de mantener la 

estabilidad de las fibras (Hospenthal et al., 2017).  
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Figura 5. Arquitectura, biogénesis y estructura de fimbrias con sus maquinarias de ensamblaje en bacterias Gram-negativas. Las fimbrias presentes en bacterias Gram-

negativas se clasifican de acuerdo en su mecanismo de ensamblaje en: 1) Fimbrias ensambladas por la vía de la Chaperona-ayudadora, 2) Fimbrias tipo IV, 3) Fimbrias tipo V y 4) 

Fimbrias ensambladas por la vía de la Precipitación-nucleación (Curli). Ver texto para más detalle. Imagen modificada de Hospenthal et al., 2017.  

Fimbrias ensambladas por 

la vía de la Chaperona-

ayudadora 

Fimbrias ensambladas por 

la vía de la Precipitación-

nucleación (Curli). 

Fimbrias tipo IV. 
Fimbrias tipo V. 
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El papel de las fimbrias curli en la patogénesis no se ha determinado, pero varias líneas 

de investigación sugieren que son importantes durante el proceso infeccioso debido a que han 

sido implicadas en la unión e invasión a las células del huésped, y la activación del sistema 

inmunológico (Olsen et al., 1993).  

Se propone que la biogénesis de Curli siga una vía extracelular de precipitación-

nucleación que inicia con el transporte de las subunidades desplegadas de la pilina principal, 

CsgA, al periplasma a través de la vía SEC. En el periplasma, las subunidades CsgA tienen tres 

destinos posibles: 1) pueden progresar al canal formado por CsgG hacia la superficie bacteriana, 

2) sufrir degradación proteolítica o 3) permanecer en el periplasma, donde la polimerización de 

CsgA conduciría a la formación de fibras tóxicas; mecanismo que es prevenido mediante la 

unión de CsgC a CsgA. CsgE asiste también a CsgA durante su tránsito en el periplasma y forma 

complejo con el canal formado por CsgG, una vez que CsgA se encuentra en la superficie, CsgB 

controla su nucleación y polimerización en fibras Curli asistida también por CsgF (Figura 5) 

(Barnhart & Chapman, 2006; Hospenthal et al., 2017). 

Las fimbrias tipo V son importantes factores de virulencia que están presentes en el 

patógeno oral Porphyromonas gingivalis y cumplen diversas funciones como la adhesión 

bacteriana, la agregación y la formación de biofilm. Lo que puede conducir a gingivitis y 

periodontitis severas en este patógeno (Hospenthal et al., 2017). Se componen de una 

superfamilia de diversas proteínas (actualmente más de 1,800 miembros únicos) que se 

encuentran en el filo de Bacteroidetes, particularmente en la clase Bacterioidia. En P. gingivalis, 

se han identificado dos tipos de fimbrias tipo V morfológicamente distintas: la primera, una 

fimbria larga o principal (que tienen una longitud de 0.3 ï 1.6 ɛm) y la segunda que es una 

fimbria corta o menor (que tienen una longitud de 80ï120 nm). Estas fimbrias están codificados 

en operones similares compuestos de genes que codifican fimbrias estructurales que forman el 

filamento de la fimbria (FimA en la fimbria principal y Mfa1 en la fimbria menor), pilinas de 

anclaje (FimB en la fimbria principal y Mfa2 en la fimbria menor), otras subunidades 

(incluyendo punta de las pilinas) y elementos reguladores (Hospenthal et al., 2017). 

Las fimbrias Tipo V están compuestas por un dominio N-terminal (NTD) y un dominio 

C-terminal (CTD) ligeramente más grande. Se expresan en el citoplasma como precursores de 

lipoproteínas que contienen un péptido señal N-terminal y una secuencia conservada conocida 

como "lipobox". Las pilinas se transportan al lado periplásmico de la membrana interna 
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mediante el sistema de secreción SEC, en el espacio periplásmico, estas pilinas son 

transportadas a la membrana externa a través de una vía de clasificación de lipoproteínas, por 

lo que una lipoproteína chaperona se une a la pilina (probablemente al interactuar con su resto 

lipídico N-terminal) y la transporta a membrana externa para ser ensamblada (Hospenthal et al., 

2017; Shoji et al., 2004). Una vez en la membrana externa, una proteinasa lleva a cabo una 

segunda etapa proteolítica esencial antes de la polimerización del pilus. Después de esto se ha 

propuesto un mecanismo manera similar a la biogénesis de las fimbrias ensambladas por la vía 

de la chaperona ayudadora de intercambio de cadenas, mediante el cual una zona hidrófoba se 

complementa con una cadena de la subunidad vecina, lo que permite el ensamblaje de pilus 

(Hospenthal et al., 2017) (Figura 5). 

 Las fimbrias tipo IV se describieron por primera vez en P. aeruginosa en la década de 

1970 y posteriormente se identificaron en un gran número de bacterias gram-negativas, gram-

positivas y arqueas (Melville & Craig, 2013). Son apéndices extracelulares dinámicos, tienen 

un diámetro que varía entre 6 y 9 nm y pueden alcanzar varios micrómetros de longitud. Estas 

propiedades físicas hacen que la fimbria sea importante en la colonización de las superficies 

(Hospenthal et al., 2017; Maier & Wong, 2015). Son estructuras homopoliméricas formadas de 

monómeros de una proteína llamada pilina de 15-20 kDa, su sistema de ensamblaje comparte 

homología con proteínas del sistema de secreción tipo II (SST2), que tiene la función de secretar 

proteínas del periplasma al espacio extracelular. En el caso de las fimbrias tipo IV, este sistema 

de ensamblaje se encarga de secretar a las pilinas que forman el filamento de la fimbria. Las 

fimbrias tipo IV pueden elongarse y retraerse a través de la acción de 2 ATPasas citoplasmáticas, 

las cuales proporcionan la base para su función en la motilidad bacteriana (Hospenthal et al., 

2017; Melville & Craig, 2013). 

 Está ampliamente documentado que la fimbria tipo IV es una estructura esencial para la 

virulencia de las bacterias patógenas y representa una estructura importante para el desarrollo 

de vacunas. Patógenos como E. coli enteropatógena (EPEC) y enterohemorrágica (EHEC), 

Salmonella entérica, P. aeruginosa, Legionella pneumophila, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria 

meningitidis, y V. cholerae, entre otros; cuentan con estas estructuras que contribuyen de manera 

importante al desarrollo de las enfermedades que generan (Proft & Baker, 2008) (Tabla 4).  
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Tabla 4. Diversos tipos de fimbrias tipo IV y su importancia con la enfermedad. 

 Microorganismo Pilina 

principal 

Células blanco 

  

Enfermedad 

Fimbria tipo IV clase A 

GCP  N. gonorrhoaeae PilE Epitelial y células 

endoteliales 

Gonorrea 

MCP  N. meningitis  PilE Epitelial  Sepsis, meningitis 

Fimbria Pa P. aeruginosa  PilA Epitelial y células 

endoteliales 

Neumonía, sepsis 

Fimbria FT F. tularensis  PilE Desconocido Tularemia 

Fimbria tipo IV clase B 

BFP EPEC BfpA Células epiteliales Diarrea 

TCP V. cholerae  TcpA Fago CTX˒  Cólera 

CFA/III  ETEC CofA Enterocitos Diarrea 

Longus  ETEC LngA Desconocido Diarrea 

                  Modificado de Proft & Baker,2009.  

3.2. Estructura y biogénesis de la fimbria tipo IV. 

Las fimbrias tipo IV están compuestas de cientos de copias de proteínas polimerizadas 

y su sistema de ensamblaje es similar al T2SS, el cual trasloca proteínas plegadas del periplasma 

al ambiente extracelular en bacterias Gram-negativas. Sin embargo, en el caso de las fimbrias 

tipo IV los principales sustratos para la translocación son las subunidades llamadas pilina 

principal que forman el filamento de la fimbria (Hospenthal et al., 2017; Melville & Craig, 

2013). 

En la primera etapa de la biogénesis de la fimbria tipo IV, las subunidades precursoras 

de la pilina (o prepilina), contienen un péptido señal N-terminal que es reconocido por el sistema 

de secreción SEC. Una vez en la membrana interna, el péptido señal es escindido, lo que da 

normalmente como resultado la exposición de un residuo de fenilalanina en el extremo N-

terminal que es inmediatamente escindido por una prepilin peptidasa (PilD). En esta etapa, la Ŭ-

hélice en el extremo N-terminal es conservada teniendo propiedades hidrófobas en las 

subunidades de la pilina principal madura localizándose en la membrana interna y el dominio 

globular en el extremo C-terminal se expone al periplasma. Durante el alargamiento de la 

fimbria, las pilinas maduras se extraen de la membrana interna y se incorporan a la base de la 

fimbria en crecimiento mediante la maquinaria de biogénesis T4P (Hospenthal et al., 2017). 

Esta maquinaria se compone de varios subcomplejos: 1) El complejo de secretina en la 

membrana externa formado por PilQ es anclado y recluta el subcomplejo de alineación PilN, 
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PilO y PilP (PilNOP) que reside en el periplasma y está conectado con la membrana interna 

(Figura 6). El complejo PilNOP recluta la proteína citoplásmica PilM y la proteína de membrana 

integral PilG/C, también conocida como la proteína de plataforma. Las dos ATPasas 

citoplasmáticas, PilF/B y PilT, polimerizan y despolimerizan las pilinas de la fimbria (Maier & 

Wong, 2015).  

El subcomplejo de secretina de la membrana externa incluye PilQ, una proteína porosa 

de membrana externa multimérica cerrada a través de la cual se ensambla y se desmonta la 

fimbria en crecimiento. 2) El subcomplejo de las proteínas "plataforma" de la membrana interna 

que está compuesto por PilC y las ATPasas PilB y PilT citoplásmicas, que son responsables del 

alargamiento y retracción del pilus, respectivamente. 3) El subcomplejo de "alineación", que 

está compuesto por PilM, PilN, PilO y PilP, une la secretina y los subcomplejos de plataforma. 

La interacción entre los subcomplejos de alineación y secretina es a través de PilP y PilQ. Por 

el contrario, las interacciones múltiples contribuyen al puente entre la alineación y los 

subcomplejos plataforma, incluida la interacción entre PilM y PilN, y entre PilC y las ATPasas 

citoplasmáticas. 4) El componente estructural final del sistema de la fimbria tipo IV es el 

filamento en forma helicoidal, que en P. aeruginosa está compuesto por subunidades de pilina 

principales (PilA), pilinas menores (FimU, PilV, PilW, PilX y PilE) y adhesinas, tales como 

PilY1 (Hospenthal et al., 2017). 

3.3. Clasificación de las fimbrias tipo IV. 

Existen 2 tipos de fimbrias tipo IV: fimbria tipo IVa y IVb (Figura 7), dicha clasificación 

se basa en las longitud de la pilina principal, la organización de los genes en el cromosoma y la 

longitud del péptido señal de la prepilina  (Burrows, 2012; Hospenthal et al., 2017). 

Tipo IV Clase A: Las fimbrias tipo IVa tienen longitud del péptido señal de entre 5 a 7 

aminoácidos y una longitud promedio de la prepilina de entre 140 a 170 aminoácidos, los genes 

implicados en la formación de la fimbria se encuentran distribuidos en diversos operones a 

traves del genoma (Hospenthal et al., 2017). Las pilinas principales de la clase A con mayor 

frecuencia tienen un residuo de fenilalanina (F) metilado en el extremo N terminal después de 

la eliminación de la secuencia señal (Giltner et al., 2012). 



      

 

Página | 29  

 

 

Figura 6. Estructura y biogénesis de la fimbria tipo IV. Se muestran los componentes que forman el sistema de la fimbria. 

Las pilinas se insertan en la membrana interna mediante el translocón SecYEG (no se muestra) y luego se incorporan en la base 

de la fimbria en crecimiento. La maquinaria de la fimbria tipo IV está compuesta por el subcomplejo de secretina de membrana 

externa (PilQ, TsaP; PilF no se incluye en esta figura), el subcomplejo de alineación (PilM ï PilN ï PilO ï PilP) y el subcomplejo 

de la plataforma en la membrana interna (PilC ï PilB ïPilT). La hidrólisis de ATP por PilB y PilT proporciona energía para el 

alargamiento y retracción de la fimbria, lo que puede implicar la rotación de PilC. Tomado de Hospenthal et al., 2017. 
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Este tipo de T4P son relativamente homogéneas y se pueden encontrar en patógenos de 

plantas, animales y seres humanos como Pseudomonas, Neisseria, y Dichelobacter, así como 

en géneros ambientales como Thermus, Myxococcus, Deinococcus, Bdellovibrio y Shewanella 

(Burrows, 2012).  

Los patógenos que expresan esta fimbria como P. aeruginosa, M. xanthus, N. 

meningitidis, N. gonorrhoeae y D. nodosus presentan la motilidad de twitching y aunque es el 

tipo de movimiento mejor caracterizado asociado con la fimbria tipo IVa, se han descrito varias 

otras motilidades dependientes de estas fimbrias para P. aeruginosa, incluidas la motilidad de 

enjambre, caminar y de honda (Burrows, 2012). 

Tipo IV Clase B: Las fimbrias tipo IVb tienen longitud del péptido señal de entre 15 a 

30 aminoácidos y una longitud promedio de la prepilina de entre 180 a 200 aminoácidos,  los 

genes implicados en la formación de la fimbria están conservados formando un sólo operón 

(Hospenthal et al., 2017). Las pilinas principales de la clase B tienen residuos diferentes de F en 

la misma posición, típicamente hidrófobos, metilados en el extremo N terminal después de la 

eliminación de la secuencia señal (Giltner et al., 2012). 

Estas fimbrias son más dispersas y están presentes en bacterias entéricas como E. coli 

enteropatógena, enterohemorrágica y enterotoxigénica, Salmonella enterica serovar Typhi y V. 

cholerae (Burrows, 2012).  

 

 

                Figura 7. Sistemas de ensamblaje de las fimbrias tipo IV en P. aeruginosa. Imagen tomada de Burrows, 2012. 

Ver en texto para más información. 
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Cabe resaltar que estas fimbrias tienen un subtipo el cual que se llama fimbrias de 

adherencia estrecha (Tad) o también llamada fimbria de proteína fimbrial de bajo peso 

molecular (Flp) que se identificaron por primera vez en Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Giltner et al., 2012). Las características que distinguen las subunidades 

de la prepilina Flp de las subunidades de otras fimbrias tipo IV son su pequeño tamaño (una 

longitud de 50 a 80 aminoácidos, en comparación a aproximadamente 200 aminoácidos para las 

prepilinas Pil) y la presencia de un tramo hidrofóbico conservado de aproximadamente 20 

aminoácidos en el extremo N-terminal (Angelov et al., 2015).  

A pesar de que las fimbrias Tad se encuentran en una amplia variedad de especies 

ambientales, la evidencia experimental publicada de la presencia de la fimbria Flp se limita a 

Aggregatibacter (ñActinobacillusò) actinomycetemcomitans, Caulobacter crescentus, y P. 

aeruginosa (Angelov et al., 2015). Sin embargo, se sabe que el pilus Flp es mucho más pequeño 

(7ï8 kDa) que el de las fimbrias tipo IV clase A o clase B típica (Ḑ15ï20 kDa). A pesar de las 

diferencias de tamaño, los tres pili tienen un extremo N hidr·fobo Ŭ-helicoidal muy conservado 

que contiene una secuencia señal de tipo III característica (Burrows, 2012). 

Las fimbrias tipo IV clase B y Tad no suelen estar asociadas con la motilidad y en 

muchos de estos sistemas carecen de un homólogo de la ATPasa de retracción (PilT) involucrada 

en la retracción de la fimbria. Sin embargo, en algunos sistemas de las fimbrias tipo IV clase B 

pueden tener la capacidad de retracción pero esta es asociada con otros fenotipos (Burrows, 

2012).  

Hasta la fecha, se sabe que P. aeruginosa es la única especie en la que se han reportado 

los sistemas para las fimbrias tipo IV clase A, clase B y Tad en una sola cepa. Los genes que 

codifican para las fimbrias tipo IV clase A y Tad son comunes a todos los genomas de P. 

aeruginosa secuenciados hasta el momento, mientras que las fimbrias tipo IV clase B se 

encuentran en cepas que tienen la isla de patogenicidad 1 (PAPI-1). A pesar de que los tres tipos 

de fimbrias tipo IV han sido separados por sus sistemas de ensamblaje, el sistema de la fimbria 

tipo IV clase B de P. aeruginosa depende de la prepilin peptidasa PilD de la fimbria tipo IV 

clase A para que se procesen sus subunidades (prepilinas) antes de su ensamblaje. En cambio el 

sistema de las fimbrias Tad codifica su propia peptidasa (FppA) específica para las pilinas Flp 

(Burrows, 2012). 
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EPEC utiliza la fimbria tipo IV clase B para formar agregados bacterianos en los 

epitelios intestinales (adherencia localizada). La desagregación de las microcolonias, 

presumiblemente por retracción de la fimbria, es importante para la virulencia ya que la 

inactivación de la ATPasa de retracción (PilT) homologa BfpF redujo la patogenicidad en un 

estudio realizado en voluntarios humanos (Bieber et al., 1998). En otro estudio se demostró que 

la función BfpF es importante para la interrupción de las uniones estrechas de la célula huésped 

y para promover el contacto cercano entre las células bacterianas y las células huésped 

necesarias para la participación del sistema de secreción tipo III (Burrows, 2012). El sistema de 

la fimbria tipo IV clase A en P. aeruginosa tiene un homólogo de la ATPasa de retracción (PilT) 

en la fimbria tipo IV clase B (PilT2), la cual es auto transmisible a través de la conjugación; la 

retracción de la fimbria tipo IV clase B puede ser necesaria para la formación productiva de la 

misma conjugación (Carter, Chen, & Lory, 2010). 

Aunque los pili  de la fimbria tipo IV tienen estructura 

similar, su sorprendente diversidad funcional proviene de las 

regiones de loop hipervariables que conectan los elementos 

estructurales centrales. Incluso con el número limitado de 

estructuras disponibles actualmente, las diferencias en la forma 

y las propiedades de la superficie surgen de la diversidad de 

secuencias en regiones de loop son fácilmente evidentes. Sin 

embargo, la evolución de estas regiones está limitada por la 

necesidad de acomodar múltiples interacciones de proteína-

proteína con subunidades vecinas durante el ensamblaje de la 

fimbria. Hay 3 regiones hipervariables importantes: el loop que 

conecta la Ŭ hélice de la región N-terminal conservada al resto 

de la proteína (también llamado ‌‍-loop), los loop entre las 

cadenas-ɓ de la hoja-ɓ y el loop C-terminal. Siendo estas 

conexiones y conformaciones entre loops lo que le confieren la variabilidad a las pilinas y 

pseudopilinas (Figura 8) (Giltner et al., 2012).  

Ambos tipos de fimbria son factores de virulencia esenciales que median la colonización 

en las superficies abióticas y células del huésped, ya sea a través de la adhesión directa a los 

receptores de células hospedadoras o promoviendo interacciones bacterianas que conducen a la 

Figura 8. Estructura de las 

pilinas principales y menores en 

las fimbrias tipo IV.  Las pilinas de 

tipo IV se caracterizan por las Ŭ-

hélices N-terminales conservadas 

(cian) conectadas a una hoja-ɓ 

(gris) por un Ŭɓ loop (magenta). 

Tomado de Giltner et al. 2012.  
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formación de microcolonias bacterianas y biofilms (Hospenthal et al., 2017; Thanassi, Bliska, 

& Christie, 2012). 

3.4. Funciones de las fimbrias tipo IV. 

3.4.1. Adherencia y agregación. 

La función más estudiada de esta fimbria es la capacidad de adherencia a una amplia 

gama de superficies, desde metal, vidrio, plásticos, rocas, hasta plantas y diversos tejidos del 

huésped (Giltner et al., 2012; Melville & Craig, 2013). Esto es debido a los mecanismos 

adhesivos atribuidos principalmente a la pilina principal, pilinas menores y a otras proteínas 

adhesivas que forman parte de la fimbria (Giltner et al., 2012). La adherencia es un proceso 

crucial para que las bacterias establezcan una colonización exitosa, la presencia de este tipo de 

factores de adhesión específicos en la superficie celular bacteriana también determina el 

tropismo del patógeno a los tejidos que expresan ciertos receptores de superficie. Además del 

reconocimiento de receptores específicos, las adhesinas a menudo también se unen a elementos 

estructurales de la membrana basal, como el colágeno, la fibronectina, fosfolípidos, etc, (Proft 

& Baker, 2009). 

Las subunidades principales (pilinas) de las fimbrias tipo IV actúan como las adhesinas, 

como se ha mencionado para pilinas (PilA) de P. aeruginosa, las pilinas (PilE) de Neisseria sp, 

la subunidad principal (BfpA) de la fimbria formadora de mechones en E. coli enteropatogena 

(EPEC) y la subunidad principal (PilS) de la fimbria tipo IV en Salmonella Typhi (Giltner et al., 

2012). Las fimbrias tipo IV puede mostrar pilinas menores que igual pueden regular la unión a 

superficies, por ejemplo: la pilina menor (PilV) de N. gonorrhoeae es esencial para la adherencia 

en la célula huésped, mientras que la pilina menor (PilV) de N. meningitidis se une al receptor 

adrenérgico de las células huésped. En Neisseria, se ha reportado que pilinas menores (PilC1 y 

PilC2) actúan como adhesinas dependientes del contacto celular (Giltner et al., 2012).  

3.4.2. Motilidad . 

La capacidad de generar movilidad por ñtwitchingò hace que las fimbrias tipo IV sean 

únicas entre las demás fimbrias bacterianas. Bradley descubrió que las fimbrias tipo IV se 

retraen por estudios con bacteriófagos y las fimbrias tipo IV, observó que las fimbrias se retraían 

después de la unión con el fago, lo que hacía que el fago entrara en contacto con la superficie 



      

 

Página | 34  

 

de la célula y, a partir de ahí, dedujo que la retracción de la fimbria era la responsable de la 

motilidad independiente del flagelo (Bradley, 1973).  

A pesar de que la mayoría de las fimbrias bacterianas se usan para la adherencia, la 

capacidad de retracción proporciona funciones adicionales: llevar a la bacteria a un contacto 

íntimo con una superficie, permite la migración a lo largo de una superficie desde el punto de 

contacto inicial, reposiciona a las bacterias con respecto a los demás (diferenciación dentro de 

un biofilm) y ayuda a las bacterias a escapar de las superficies de manera eficiente cuando es 

necesario (Burrows, 2012). 

El twitching, también conocida como motilidad de arrastre o deslizamiento, surge de la 

polimerización (extensión) y despolimerización 

(retracción) alternativa de la fimbria que es translocada 

a lo largo de la superficie de las bacterias (Giltner et al., 

2012). Este tipo de motilidad se ve favorecida en 

superficies húmedas, con viscosidad moderada, 

equivalente a la del agar 1%. Aunque las células 

individuales son capaces de moverse, es común verlas 

moverse en grupos alineadas preferentemente a lo largo 

de sus ejes largos (Burrows, 2012).  

La capacidad de retracción de estas fimbrias es 

esencial para la motilidad, ya que los mutantes que 

carecen la ATPasa de retracción (PilT) no son móviles. 

Hasta ahora, la motilidad por twitching se ha asociado 

exclusivamente con las fimbrias tipo IV clase A, ya que 

la capacidad de retracción de las fimbiras tipo IV clase 

B no parece ser una propiedad universal. Muchos 

sistemas de la fimbria tipo IV clase B carecen de un 

homólogo de PilT (Giltner et al., 2012). 

Esta misma capacidad de retracción genera una gran fuerza mecánica, en el caso de que 

el pilus esté unido a una superficie, para la retracción del pilus en el movimiento bacteriano 

(Figura 9). Se calcula que la fuerza generada por una sola fimbria tipo IV supera los 100 pN, lo 

Figura 9. La fimbria tipo IV (T4P) media 

la motilidad por twitching. Este 

movimiento se caracteriza por realizar ciclos 

de polimerización de la fimbria tipo IV, 

adhesión a la superficie y retracción, la 

fimbria tipo IV tira del cuerpo celular a lo 

largo de las superficies. Tomado de Maier & 

Wong, 2015. 
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que convierte a esta fimbria en una de las máquinas moleculares más potentes caracterizadas en 

este rubro hasta ahora (Hospenthal et al., 2017; Maier & Wong, 2015). 

3.4.3. Formación de biofilm. 

El término biofilm, fue introducido en la medicina en 1982 por Costerton, luego de 

observar que Staphylococcus aureus había formado biofilm en un cable de marcapasos cardíaco 

(Marrie et al., 1982). Los biofilms son comunidades multicelulares estructuradas e integradas 

en una matriz extracelular de producción propia que actúa como una barrera para la difusión de 

antibióticos y el funcionamiento del sistema inmune (Balcazar, Subirats, & Borrego, 2015). Se 

pueden encontrar en superficies bióticas y abióticas, además de que se ha observado que los 

biofilm se forman como biomasas flotantes en superficies líquidas y también se desarrolla en 

estados sumergidos (Bjarnsholt et al., 2013).  

Durante muchos siglos, los humanos han sufrido infecciones bacterianas agudas, en las 

que células planctónicas de patógenos especializados montan ataques mortales en nuestro 

cuerpo. Hemos contrarrestado esto con vacunas y antibióticos, sin embargo, los organismos que 

han tenido éxito se han podido adaptar a este tipo de ambiente haciendo uso del biofilm en donde 

se han protegido tan bien en este tipo de hábitats (Fux et al., 2005). Los microorganismos 

asociados a la formación de biofilm causan un gran número de infecciones en países 

desarrollados, como endocarditis, osteomielitis, sinusitis, infecciones del tracto urinario, 

prostatitis crónica, periodontitis, infección pulmonar crónica en pacientes con fibrosis quística, 

infecciones del oído medio y diversas infecciones nosocomiales, especialmente los relacionados 

con todos los dispositivos residentes conocidos (Hall-Stoodley et al., 2004). Además, se tiene 

que recordar que la adhesión bacteriana a los tejidos es parte del proceso de infección aguda. El 

impacto de la formación de biofilm en el desarrollo de la enfermedad se ha subestimado ya que 

se ha observado que muchos patógenos bacterianos de enfermedades infecciosas se albergan en 

biofilms y pueden servir como reservorios de infecciones persistentes y en ocasiones fatales 

(Del Pozo, 2018). 

Todas las clases de fimbrias tipo IV pueden participar en el desarrollo del biofilm en una 

amplia variedad de bacterias y especies promoviendo la adherencia inicial a las superficies, así 

como la interacción célula-célula (Giltner et al., 2012). OôToole y Kolter reportaron por primera 

vez que mutantes de P. aeruginosa carentes de las fimbrias tipo IV son deficientes en la 

formación de biofilm (O'Toole & Kolter, 1998). Desde entonces, se han reportado hallazgos 
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similares para una variedad de bacterias y arqueas, incluyendo V. cholerae, A. 

actinomycetemcomitans, Aeromonas caviae, Shewanella oneidensis, Legionella pneumophila, 

Caulobacter crescentus, Deinococcus geothermalis, C. perfringens y Sulfolobus acidocaldarius 

(Giltner et al., 2012). 

Además de promover la adherencia y la agregación en los biofilm, las fimbrias tipo IV 

participan en la remodelación del biofilm a través de la motilidad por twitching. Estudios de 

Klausen y colaboradores demostraron que la motilidad por twitching permite que las bacterias 

se muevan a zonas específicas en el biofilm (Giltner et al., 2012).  

3.4.4. Competencia y conjugación. 

Los estudios sobre la evolución bacteriana han revelado la gran contribución de la 

transferencia horizontal de genes a la configuración de los genomas bacterianos. Las fimbrias 

tipo IV han sido reconocidas por mucho tiempo como sistemas importantes para la adquisición 

de ADN exógeno en bacterias tanto Gram-negativas como Gram-positivas, actuando como 

receptores para la transducción de bacteriófagos y por su participación en la competencia y la 

conjugación. Debido a estas funciones clave, los genes de las fimbrias tipo IV a menudo se 

identifican y/o anotan en las secuencias del genoma como genes de competencia. Los ejemplos 

bien estudiados incluyen los de Haemophilus, Neisseria, Legionella, Bacillus y Thermus. La 

captación de ADN se produce mediante una serie de pasos que requieren componentes de la 

membrana interna y externa del sistema de ensamblaje de la fimbria tipo IV, algunos de los 

cuales se ha demostrado que se unen al ADN directamente (Giltner et al., 2012). 

La transferencia horizontal de genes es el proceso por el cual el material genético se 

transmite de una especie a otra. Se cree que la transferencia horizontal de genes ocurre 

principalmente a través de la transmisión de elementos móviles en sistemas de conjugación de 

plásmidos y bacteriófagos. Muchas bacterias producen maquinaria molecular para transportar 

específicamente el ADN del espacio extracelular al citoplasma, donde puede incorporarse a su 

propio ADN cromosómico. La capacidad de las bacterias para captar el ADN extracelular y 

hacer uso de la información genética que contiene (competencia) está bien documentada 

(Piepenbrink, 2019). 

La participación de la fimbria tipo IV en la competencia se ha demostrado mediante 

estudios de mutagénesis, donde se muestra que las deleciones de la pilina principal 
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(comúnmente PilA o PilE), la ATPasa de polimerización (PilB) o ATPasa de depolimerización 

(PilT) son perjudiciales para la competencia en condiciones naturales (Piepenbrink, 2019). 

En el sistema de la fimbria tipo IV de Neisseria meningitidis se ha identificado que el 

receptor de ADN extracelular es una pilina menor (ComP), ComP tiene una mayor prioridad 

para las secuencias que contienen DUS (secuencia de captación de ADN), una secuencia de 

ADN corta conservada (GCCGTCTGAA en Neisseria) que se toma preferentemente durante la 

competencia.  

 

Figura 10. Esquema de la captación de ADN mediante la fimbria tipo IV. Existen 3 mecanismos para la unión del ADN 

con la fimbria. La unión al ADN está con la pilina principal (izquierda), la unión con un complejo en la punta (centro) y la unión 

con pilinas menores a lo largo en la longitud de la fimbria (derecha). Tomado de Piepenbrink, 2019. 

 Con lo anterior se piensa que la captación de ADN puede ocurrir por 3 distintas formas, 

la primera es que el ADN se una directamente con la pilina principal, otra posibilidad es que el 

ADN se una en la punta de la fimbria, este modelo ha sido validado por la evidencia directa 

donde se muestra la unión del ADN en las puntas de las fimbrias tipo IV en V. cholerae y en P. 

aeruginosa (Ellison et al., 2018). Mientras  que la última opción es que exista un receptor 

específico de ADN como el de Neisseria, ComP que es una pilina menor, la cual se encuentra 

casi en la punta de la fimbria (Figura 10) (Piepenbrink, 2019).  

Además de desempeñar un papel en la captación de ADN, la fimbria tipo IV puede 

participar en la transferencia de ADN a las células receptoras mediante conjugación. El ejemplo 

mejor caracterizado de dicho sistema es el pilus delgado del plásmido R64 IncI1, involucrado 

en la transferencia de ADN en condiciones de crecimiento líquido (Giltner et al., 2012). 
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3.5.5.  Transferencia de electrones.  

La fimbria tipo IV de bacterias ambientales Geobacter sulfurreducens y Geobacter 

metallireducens también llamadas como "nanocables" tienen la propiedad de la 

electroconductividad. Estas bacterias utilizan las fimbrias tipo IV para hacer contacto con 

aceptores de electrones finales externos a la célula, lo que les permite prosperar en ambientes 

anaeróbicos. Su capacidad para reducir hierro insoluble, óxidos de manganeso y precipitar 

reductivamente otros metales potencialmente tóxicos, como el uranio, los convierte en 

importantes bacterias dentro del tema de la biogeoquímica y biorremediación. Existe un interés 

considerable en desarrollar "bio-baterías" basadas en Geobacter (Giltner et al., 2012). 

 La fimbria tipo IV de Geobacter pertenece a la clase A, las bacterias de este género 

tienen los genes de las proteínas PilMNOPQ característicos del sistema de cualquier fimbria 

tipo IV en su genoma, pero existen subunidades que se han caracterizado que son inusualmente 

pequeñas (61 residuos) y carecen de la mayoría de las características del dominio C-terminal, 

similar a las pilinas de Flp. Se sugiere que esta pilina única surgió durante su evolución hacia 

un conductor eficiente porque normalmente las fimbrias carecen de otras estructuras asociadas 

con la transferencia de electrones en citocromos o centros de reacción fotosintética. La 

multiplicidad de funciones de la fimbria tipo IV sugiere que la selección natural puede llevar a 

la especialización incluso dentro de una sola especie (Giltner et al., 2012). 

3.5. Fimbrias tipo IV en S. maltophilia. 

En el grupo del Dr. Girón recientemente identificaron, mediante análisis 

bioinformáticos, que el genoma de S. maltophilia (cepa 13637) contiene diversos grupos de 

genes que muestran homología con las fimbrias tipo IVa y tipo IVb, este hallazgo podría explicar 

la multiadherencia que muestra esta bacteria a diferentes superficies con la consecuente 

habilidad de sobrevivir a ambientes inhóspitos y causar una gran variedad de enfermedades en 

seres humanos (Lara-Ochoa et al., En preparación).  

Los genes relacionados con la expresión de la fimbria tipo IV clase A son cerca de 22 

ORFs, los cuales se encuentran dispersos en el genoma de S. maltophilia. Los resultados de los 

análisis de alineamientos del ADN y de la secuencia de aminoácidos de cada gen putativo 

revelaron que muestran homología a los genes pil, tales genes codifican componentes 

involucrados en la biogénesis del pilus tipo IVa presente en P. aeruginosa y en diversas bacterias 

patógenas de plantas y animales (Lara-Ochoa et al., En preparación). Respecto de la 
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organización de los genes es muy similar, pero no idéntica al presente en P. aeruginosa (cepa 

PAO1) que se caracteriza porque los operones relacionados con la expresión de esta fimbria se 

encuentra dispersos en el genoma (Lara-Ochoa et al., En preparación). En este conjunto de genes 

hay un grupo de 7 ORFs contiguos (pilD, pilC, pilA1, pilA2, pilB, pilR y pilS), cuyos productos 

muestran homología a proteínas que son esenciales en la biogénesis del pili tipo IVa en otros 

organismos (Figura 12). Uno de ellos es pilA1 que está estrechamente relacionado al gen que 

codifica para la pilina principal de la fimbria tipo IVa de P. aeruginosa. De manera interesante, 

inmediato a este gen se encuentra pilA2 otro ORF que muestra homología también con PilA. Al 

respecto, la presencia de una o más pilinas correlaciona con la diversidad de funciones que 

pueden ser realizadas por las fimbrias tipo IV (Lara-Ochoa et al., En preparación).  

Respecto de los genes relacionados con la fimbria tipo IV clase B, se encuentran en una 

región de aproximadamente 13 kb en el cromosoma de S. maltophilia con 13 ORFs 

aparentemente organizados como un operón que muestran homología con los genes flp/tad (por 

sus siglas en inglés, fimbrial low-molecular-weight protein; tight adherence) (figura 11). Tales 

genes codifican para Flp/Tad clasificados como pili tipo IVb presentes en diferentes bacterias 

patógenas de plantas, animales y humanos. El primer ORF de este grupo muestra homología 

con el gen flp que codifica la pilina principal Flp/Tad encontrada en diferentes especies de 

Burkholderia y Pseudomonas. La organización genética de este operón putativo está altamente 

conservado con operones presentes en bacterias patógenas de humanos como Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, P. aeruginosa, B. cenocepacia y Pasteurella multocida (Lara-Ochoa 

et al., En preparación).  

Los análisis acerca de la producción de estas fimbrias en S. maltophilia y su papel en la 

enfermedad están siendo investigadas actualmente en este grupo con la finalidad de conocer los 

factores que contribuyen a su patogenicidad hasta ahora poco entendida. 
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Figura 11. Organización de los genes relacionados con la fimbria tipo IVb en S. maltophilia. Lara-Ochoa et al., En preparación. Ver en texto para más información. 

Figura 12. Organización de genes los relacionados con la fimbria tipo IVa en S. maltophilia. Lara-Ochoa et al., En preparación. Ver en texto para más información. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA . 

  S. maltophilia es un patógeno emergente a nivel mundial que genera graves 

enfermedades que incluyen principalmente infecciones en tracto respiratorio, gastrointestinales, 

en vías urinarias, biliares, oculares, en piel y tejidos blandos, bacteriemia, endocarditis, 

meningitis y sepsis. La personas afectadas son principalmente pacientes inmunocomprometidos 

en los que se ha asociado una mortalidad que va del 14 al 69% de los casos (Brooke, 2012). 

Durante los últimos 10 años, S. maltophilia ha sido identificada como uno de los 10 principales 

agentes etiológicos de enfermedades respiratorias a nivel mundial y en el 2014 la OMS clasificó 

a esta bacteria en el grupo de los organismos multirresistentes a drogas en el ambiente 

hospitalario.  

 En nuestro país existen pocos reportes acerca de la epidemiología de este organismo en 

el entorno hospitalario y aunque existen diversos reportes que indican la multirresistencia de 

cepas aisladas es limitado el conocimiento acerca de la incidencia de morbilidad y mortalidad 

causada por esta bacteria en nuestro país (Flores-Trevino et al., 2014).  

Se ha investigado que diversos factores incrementan el riesgo a las enfermedades 

causadas por este patógeno como la exposición a una terapia antimicrobiana prolongada, 

antecedentes de enfermedades crónicas, tratamientos con catéteres venosos y características 

propias de las cepas de S. maltophilia (Brooke, 2012). Al respecto, se han identificado flagelos, 

sistemas de secreción tipo IV, fimbrias, enzimas extracelulares, lipopolisacárido y mecanismos 

de resistencia intrínseca a antimicrobianos como factores de virulencia que contribuyen al 

desarrollo de la enfermedad por este patógeno (De Oliveira-Garcia et al., 2003; Di Bonaventura 

et al., 2007; Zhanel et al., 2011). Sin embargo, la presencia de fimbrias tipo IV y su papel en la 

adherencia, formación de biofilm y su asociación con la enfermedad no ha sido investigada.  

Por lo anterior: ¿Qué importancia tienen las fimbrias tipo IV en la adherencia, formación 

de biofilm y en el desarrollo de las enfermedades generadas por S. maltophilia? 
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5. JUSTIFICACIÓN .  

S. maltophilia es considerado un patógeno con limitada virulencia responsable de 

generar diferentes enfermedades graves y mortales en pacientes inmunocomprometidos. Sin 

embargo, los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la patogénesis de esta 

bacteria son todavía desconocidos. Se conoce que cuenta con algunas propiedades asociadas a 

virulencia entre las que se incluyen: formación de biofilm, multirresistencia a drogas, 

citotoxicidad, proteasas que degradan proteínas del hospedero, la capacidad para inducir 

inflamación e invadir la célula hospedera, así como propiedades multiadhesivas sobre células 

epiteliales y cualquier superficie. La interacción de este patógeno con la célula hospedera es 

compleja y probablemente involucra una gran cantidad de factores conocidos y desconocidos 

hasta el momento. Está ampliamente documentado que el flagelo y la fimbria SMF-1 son 

factores determinantes para la adherencia de este patógeno a cultivos celulares respiratorios. Sin 

embargo, diversos reportes indican que cepas mutantes en estas estructuras son todavía capaces 

de adherirse y favorecer la formación de biofilm sobre líneas celulares epiteliales. Esto sugiere 

que existen otros factores presentes en esta bacteria que están implicados en la adherencia, 

formación de biofilm y en el desarrollo de la enfermedad. Al respecto, los pili tipo IV son 

estructuras que poseen un papel esencial en el mecanismo de patogenicidad de las bacterias y 

está ampliamente documentado su importancia en el desarrollo de las enfermedades que genera. 

En este sentido en S. maltophilia fueron identificados varios grupos de genes relacionados con 

la producción de los pili tipo IVa y tipo IVb; el estudio de la presencia y función de estos genes 

en diferentes aislados clínicos de esta bacteria nos permitirá comprender la importancia y el 

papel de estas fimbrias en el mecanismo de patogenicidad de S. maltophilia.  
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6. OBJETIVOS.  

6.1. Objetivo general. 

Identificar genes asociados a la producción de fimbrias tipo IVa y tipo IVb en aislados clínicos 

de Stenotrophomonas maltophilia y relación con la producción de biofilm.  

6.2. Objetivos específicos. 

¶ Buscar en la base de datos del NCBI la secuencia de los genes que codifican para las 

pilinas principales de la fimbria tipo IVa (pilA1 y pilA2), tipo IVb (flp) y de la 

fimbria SMF-1 en la cepa de referencia de S. maltophilia ATCC 13637. 

¶ Diseñar oligonucleótidos para amplificar los genes que codifican pilinas y ATPasas 

involucradas en la formación de las fimbrias tipo IVa y tipo IVb. 

¶ Amplificar mediante PCR de punto final los genes que codifican para las pilinas de 

las fimbrias tipo IV (IVa y IVb), SMF-1 y sus ATPasas en aislados clínicos de S. 

maltophilia. 

¶ Realizar ensayos de biofilm en diferentes condiciones de crecimiento para poder 

relacionarlos con la presencia/ausencia de genes asociados con la producción de las 

fimbrias tipo IV (IVa y IVb). 

7. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN . 

a) Tipo de estudio:  

El presente estudio es de investigación cuantitativo exploratorio ya que no constituye un 

fin en sí mismo, establece un avance para investigaciones más elaboradas y sirve como 

antecedente para posteriores trabajos.   

         

b) Universo del estudio:  

Aislados clínicos de S. maltophilia.  

 

c) Tamaño de muestra:  

41 asilados clínicos de S. maltophilia provenientes del Hospital de Medicina de 

Charlotesville Virginia en E.U.A.  
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d) Sede y lugar del estudio: 

Centro de Detección Biomolecular de la BUAP.  

 

e) Criterios de selección (criterios de inclusión y criterios de exclusión): 

No aplica.  

 

f) Recursos humanos: 

Tesista: Iván Irving Valencia Ramírez. 

Director: M. en C. Cristina Lara Ochoa. 

Asesor:  M. en C. Laura Martínez Pérez.  

 

g) Recursos financieros: 

Centro de Detección Biomolecular de la BUAP.  

h) Diseño estadístico: Análisis ANOVA de dos vías además de la utilización del test de 

comparaci·n m¼ltiple de ñDunnetò y considerando la diferencia significativa P<0.05. 

8. MATERIALES Y METODOLOGÍA . 

8.1. Cepas y condiciones de crecimiento. 

La cepa de referencia que se utilizó en este trabajo fue S. maltophilia ATCC 13637, una 

cepa aislada de un exudado orofaríngeo de un paciente con cáncer de boca (www.atcc.org). Otra 

cepa de S. maltophilia que se utilizó como referencia de la fimbria SMF-1 fue S. maltophilia 

SMDP92 obtenida de aislado clínico proveniente de vías respiratorias en Brasil (De Oliveira-

García, 2002). 

Como parte del trabajo, se analizaron 41 aislados clínicos de S. maltophilia provenientes 

del Hospital de Charlotesville, Virginia en E.U.A; no se tienen otros datos registrados sobre 

estas cepas.   

Todas las cepas se cultivaron rutinariamente en medio Luria-Bertani (LB) a 220 r.p.m. a 

37°C. Para los ensayos de biofilm, las cepas se cultivaron en medio LB durante 24 horas en 

agitación a 220 r.p.m. y posteriormente se sub-cultivaron en los medios DMEM (Dulbecco´s 
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Modified Eagle´s Medium) (Gibco, 31600-034) y NYG por 8 horas a temperatura ambiente y 

37ºC. 

8.2. Preparación de medios de cultivo. 

8.2.1. Medio de cultivo NYG.  

Para la preparación de 500 mL de medio NYG, se agregaron 2.5 g de peptona de caseína, 

1.5 g de extracto de levadura y se afora a 500 mL con agua tridestilada en un matraz de 1000 

mL, después se agitó en una parrilla magnética y se ajustó el pH a 7, por último, se agregaron 

7.93 mL de glicerol y se aforó a 1 L con agua tridestilada. El medio se esterilizó en autoclave a 

15 libras de presión, 120 °C durante 15 minutos. 

8.2.2. Medio de cultivo LB. 

Para la preparación de 1000 mL de medio LB, se agregaron 10 g de peptona de caseína, 

5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y 800 mL de agua tridestilada en un matraz de 2000 

ml, después se agitó en una parrilla magnética y se ajustó el pH a 7.4. Por último, se aforó a 1 L 

con agua tridestilada. El medio se esterilizó en autoclave a 15 libras de presión, 120 °C durante 

15 minutos. 

8.2.3. Medio de cultivo para células eucariotas DMEM . 

Para la preparación de 1000 mL de medio DMEM, se agregó el contenido del sobre del 

medio DMEM (Gibco, 31600-034), 3.7 g de bicarbonato de sodio y 160 µL de fosfato de 

piridoxal (25 µg/ µL) en un matraz de 2000 mL, después se agitó en una parrilla magnética. El 

medio de cultivo se esterilizó por filtración con un filtro de membrana con poros de 0,22 ɛm 

(Millipore Merck-Z660493), una vez filtrado se cerró, etiquetó y se mantuvo en refrigeración 

hasta su uso. 

8.3. Extracción de ADN genómico.  

La extracción de ADN genómico se realizó mediante una técnica modificada en el 

laboratorio Calva/Puente (IBT/UNAM). Un cultivo de 5 mL de S. maltophilia crecida por 24 

horas a 37ºC fue concentrado por centrifugación a 14000 r.p.m, la pastilla celular fue 

resuspendida en 570 ɛL buffer SET (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM EDTA, 20% Sacarosa) 

y 30 ɛL de dodecilsulfato sódico (SDS) al 20%, se resuspendió y se incubó a 80°C por 5 min, 

esto hace que se rompan las membranas celulares y sean liberados los ácidos nucleicos. Se dejó 
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enfriar y se adicionaron 2 ɛL de RNAsa (10 mg/mL), se incubó a 37°C por 45 minutos. 

Posteriormente se agregaron 200 ɛL NaCl 5M para separar las proteínas y restos celulares del 

material genético, se vortexeó por 20 segundos hasta que se formara un precipitado y se incubó 

en hielo por 5 minutos; luego se centrifugó a 13000 r.p.m. por 5 min a temperatura ambiente, el 

sobrenadante se pasó a un microtubo nuevo y se precipitaron los ácidos nucleicos agregando 

800 ɛL de isopropanol, para después centrifugar por 20 minutos a 12000 r.p.m. a temperatura 

ambiente. Por último, se tiró el sobrenadante y se lavó 3 veces con etanol al 70%, finalmente el 

ADN se resuspendió en 200 µL de buffer de elución (10mM Tris-HCl, pH 8.5). Todas las 

muestras se almacenaron a -20°C hasta su análisis de PCR punto final. 

8.4. Análisis bioinformáticos. 

Con el fin de localizar los genes que codifican las pilinas y ATPasas relacionados en la 

biogénesis de la fimbria tipo IVa y tipo IVb en aislados clínicos de S. maltophilia, se realizó un 

análisis bioinformático con base en los estudios realizados en el grupo del Dr. Girón (Lara-

Ochoa et al., Datos no publicados). El análisis se inició con la búsqueda en el genoma de S. 

maltophilia 13637 en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). Para esto, en el motor de búsqueda de PubMed 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y en el apartado de ñGenomeò se buscó el genoma 

completo de la cepa de referencia de S. maltophilia en la lista de los genomas por especie, una 

vez encontrado el genoma completo con el código NZ_CP008838, se localizaron las secuencias 

de los genes relacionados con la biogénesis de las fimbrias tanto su pilina principal como su 

ATPasa de polimerización, para la fimbria tipo IVa los genes: pilA1, pilA2 y pilB; para el tipo 

IVb: flp y tadA y para la fimbria SMF-1: smf-1 y papC. La búsqueda de SMF-1 se utilizó como 

control positivo de aislados clínicos de S. maltophilia de acuerdo a lo publicado por De Oliveira-

García en 2003, que indica que SMF-1 es expresada exclusivamente por cepas de S. maltophilia 

de origen clínico y no por cepas ambientales, lo que sugiere que son factores de virulencia 

determinantes en el proceso de las enfermedades generadas por este patógeno (de Oliveira-

Garcia et al., 2003). La localización de genes se realizó mediante el nombre o función y en 

algunos casos mediante el alineamiento con genes homólogos presentes en otras bacterias. Las 

secuencias de los genes estructurales que codifican para las pilinas principales y ATPasas de 

polimerización fueron copiados en formato FASTA y analizados en el programa Serial Cloner 

v2.6.1.  
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La finalidad de realizar los análisis con las secuencias de los genes que codifican para 

las ATPasas fue debido a que poseen una mayor conservación con respecto a los genes que 

codifican para las pilinas principales, lo que permitió corroborar la presencia y/o ausencia de 

los genes relacionados con la producción de cada una de las fimbrias en los aislados clínicos de 

S. maltophilia. 

8.5. Diseño de oligonucleótidos. 

Las secuencias de los genes de pilinas y ATPasas en formato FASTA, se analizaron con 

el programa SerialCloner v2.6.1 para generar la cadena complementaria. Los oligonucleótidos 

se diseñaron de forma manual de acuerdo a los criterios que se indican en la tabla 5.  

Tabla 5. Criterios para la selección y diseño de oligonucleótidos. 

Tamaño 15-25 nucleótidos de longitud  

Temperatura de alineamiento 50-65°C 

Contenido G-C 40-60% 

Auto-complementariedad Se debe evitar  

Similaridad 100%  la cadena molde 

 

Una vez diseñados se utilizó el programa en línea de OligoCalc 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) Oligonucleotide Properties Calculator, 

para poder analizar las secuencias de los oligonucleótidos, obtener la temperatura de 

alineamiento teórica, descartar la formación de estructuras secundarias y la auto-

complementaridad. Por último, una vez evaluados los oligos que se diseñaron se mandaron a 

sintetizar a la compañía T4 OLIGO. En la tabla 6 se indican las secuencias de los 

oligonucleótidos utilizados en este estudio. 
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Tabla 6. Oligonucleótidos diseñados para la amplificación de genes por PCR punto final. 

Nombre del oligonucleótido Secuencia 5´ Ą 3  ́ Posible función del gen relacionado 

Fimbria tipo IVa  

PILA1RTF (forward) cccagttcgagatggagaag 
Proteína fimbrial, pilina principal PilA1 

PILA1RTR (reverse) ccgtagcggcatttacagtag 

PILA2RTF (forward) atcggtggcgcccagaacg 

Proteína fimbrial, pilina principal PilA2 
PILA2RTR (reverse) atagcgcgcttcgaacgcgc 

PILBRTF (forward) atgccgctgttcgacgtg 
ATPasa PilB 

PILBRTR (reverse) caggatcggctcgaccac 

Fimbria tipo IVb  

FLPSTF (forward) cgcaagttcctgaaggaagaag 

Proteína fimbrial, pilina principal Flp 
FLPSTR (reverse) cggagaggttcttgaacagcg 

TADARTF (forward) agcatcgaggacgagcgc 
ATPasa TadA 

TADARTR (reverse) attgatcaggatgtcctc 

Fimbria SMF-1 

SMSTF (forward) aacctcattgccgctctg 

Proteína fimbrial, pilina principal Smf-1 
SMSTR (reverse) atgccgacggtgacccac 

PAPCRTF (forward) ttcgtcggctacagcttc   
ATPasa PapC 

PAPCRTR (reverse) ataggtggcgatgctctg 

8.6. PCR de punto final. 

La amplificación de los genes relacionados con la formación de las fimbrias tipo IVa 

(pilA1, pilA2 y pilB), tipo IVb (flp/tadA) y tipo 1 (smf-1/papC); se realizó con la técnica de PCR 

de punto final utilizando la enzima ñDreamTaq Green PCR Master Mixò (2X) (Thermo Fisher 

Scientific). Cada reacción se preparó en un volumen final de 15 µL con los componentes que se 

indican en la tabla 7.  
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Tabla 7. Mezcla de reacción para la PCR de punto final. 

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 7.5 µL 

Forward primer (10 µM) 0.6 µL (0.4 µM) 

Reverse primer (10 µM) 0.6 µL (0.4 µM) 

ADN genómico (templado) ------  (25 ng ï 100 ng)  

Agua libre de nucleasas  c.b.p.* 

Volumen total 15 µL 

     *cantidad bastante para. 

Las condiciones de reacción para la amplificación de los genes que codifican las fimbrias 

tipo IV y tipo I de S. maltophilia fueron las mismas y se indican en la tabla 8. Las reacciones se 

realizaron por duplicado en un termociclador modelo VERITI (Applied Biosystem).  

Tabla 8. Condiciones de reacción para la amplificación por PCR. 

Etapa Temperatura (°C)  Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 3 minutos 1 

Desnaturalización  95 2 minutos 

30 Alineamiento   58 1 minuto 

Extensión  72 1 minuto 

Extensión final 72 10 minutos 1 

8.7. Electroforesis en gel de agarosa.  

Se realizó la electroforesis en gel de agarosa como método para separar, identificar y 

determinar el tamaño de los fragmentos de ADN de los productos amplificados por PCR, esto 

con base en su peso molecular. Los productos de PCR fueron cargados en geles de agarosa al 

1% sumergidos en buffer TAE 1X (4 mM Tris-ácido acético glacial, 1mM EDTA) y separados 

en un rango de 95-100V. Tras la electroforesis, los productos fueron visualizados mediante la 

tinción con bromuro de etidio y exponiéndolos en un transiluminador (Gel Logic 212 PRO, 

Carestream). 

8.8. Ensayos de formación de biofilm.  

Para evaluar el papel de las fimbrias tipo IV clase A y B en la formación de biofilm de 

S. maltophilia, se seleccionaron aislados clínicos que no amplificaron algunos de los genes 

relacionados con las fimbrias tipo IV clase A y B, esto con la finalidad de poder relacionar la 
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presencia y/o ausencia de estos genes con la formación de biofilm ya que se sabe que las fimbrias 

tipo IV participan en la formación de estas estructuras. 

Las cepas fueron precultivadas en 3 mL de medio LB a 250 r.p.m. a 37 °C por 18 h, 

después se inocularon por duplicado entre 30 a 50 ɛL de las cepas precultivadas en 1 mL de 

medio NYG y DMEM en placas de 24 pozos de fondo plano con tapa (Corning). Las placas se 

incubaron a 37°C y a temperatura ambiente por 8 horas. Posteriormente, se eliminó el medio de 

cultivo de los pozos y las bacterias adheridas se lavaron 3 veces con 3 mL de PBS 1X (0.137M 

NaCl, 0.0027M KCl, 0.01M Na2HPO4), se fijaron con 500 µL de formalina al 2% por 20 

minutos y después fueron teñidas con 1 mL de cristal violeta al 5% por 20 minutos. Después las 

placas se lavaron con agua estéril y se dejaron secar completamente en una estufa 

microbiológica (aproximadamente 10 minutos). Por último, las bacterias adheridas se 

resuspendieron en 1 mL de metanol absoluto por 10 minutos y se midió la absorbancia a 620 

nm con en el nanofotómetro NanoPhotometer® P-Class P (Implen).  

8.9. Análisis estadístico. 

Las gráficas y análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 8.0.2 

(GraphPad Software, Inc., CA, USA), se utilizó un análisis ANOVA de dos vías y la diferencia 

significativa se calculó con el test de comparaci·n m¼ltiple de ñDunnetò considerando 

diferencia significativa P<0.05. 
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8.10. Diagrama de trabajo. 

 

Figura 13. Diagrama de trabajo  

 

9. RESULTADOS.  

9.1. Diseño de oligonucleótidos para la amplificación de genes relacionados con 

fimbrias tipo IV en S. maltophilia. 

Para iniciar este trabajo, primero se requería localizar los genes putativos implicados en 

la biogénesis de la fimbria tipo IV (clase A y clase B) en el genoma de S. maltophilia 13637, así 

que con base en los estudios realizados en el grupo del Dr. Girón, se realizó una búsqueda más 

puntual de estos genes en la base de datos del NCBI. Primero se buscó la secuencia del genoma 

de la cepa S. maltophilia 13637 con el número de referencia NZ_CP008838.1, para después 

localizar los genes que codifican para las pilinas principales y sus ATPasas de los operones pil, 

flp y smf-1. La finalidad de detectar las secuencias de los genes de ATPasas fue debido a que 

muestran una mayor conservación entre las cepas con respecto al de las pilinas, por la función 

que desempeñan y ubicación en la maquinaria de la fimbria. Por tanto, la detección de una parte 

de los genes de ATPasas permitió corroborar la presencia o ausencia de los operones 

relacionados. 
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Las secuencias de los genes se descargaron en formato FASTA y manipuladas mediante 

el programa SerialCloner 2.6.1 para generar la cadena complementaria, los oligonucleótidos se 

diseñaron de forma manual de acuerdo a los siguientes criterios: el tamaño de los 

oligonucleótidos de entre 18 ï 21 pares de bases, una temperatura de alineamiento de 58°C y el 

tamaño del producto esperado < de 500 pb (este tamaño debido a que estos oligonucleótidos 

también fueron usados para RT-qPCR). Posteriormente, los oligonucleótidos fueron evaluados 

en el programa OligoCalc: Oligonucleotide Properties Calculator 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) para descartar principalmente la 

formación de estructuras secundarias y la autocomplementaridad en los mismos. En la tabla 9 

se muestran las características de los oligonucleótidos que se diseñaron para este estudio. 

 
Tabla 9. Características de los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de los genes de 

pilinas y ATPasas asociados con fimbrias tipo IV  en S. maltophilia. 
 

Fimbria tipo IVa 

Gen 

relacionado 
Oligonucleótido 

Temperatura de 

alineamiento teórica 

Tamaño de 

oligonucleótidos 
Función 

Tamaño del 

producto 

esperado 

pilA1 PILA1RTF 53°C 20 pb Pilina 
201 pb 

pilA1 PILA1RTR 55.5°C 21 pb Pilina 

pilA2 PILA2RTF 57.2°C 19 pb Pilina 
180 pb 

pilA2 PILA2RTR 63°C 21 pb Pilina 

pilB PILBRTF 55.3°C 18 pb ATPasa 
195 pb 

pilB PILBRTR 54°C 18 pb ATPasa 

Fimbria tipo IVb 

flp FLPSTF 55.5°C 22 pb Pilina 
139 pb 

flp FLPSTR 57°C 21 pb Pilina 

tadA TADARTF 58°C 18 pb ATPasa 
220 pb 

tadA TADARTR 51.4°C 18 pb ATPasa 

Fimbria SMF-1 

smf-1 SMSTF 52.3°C 18 pb Pilina 
422 pb 

smf-1 SMSTR 53.7°C 19 pb Pilina 

papC PAPCRTF 52.2°C 20 pb ATPasa 
184 pb 

papC PAPCRTR 51.7°C 21 pb ATPasa 

 

 

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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9.2. Estandarización de las condiciones de amplificación de los genes relacionados con 

las fimbrias tipo IV . 

Antes de iniciar con la detección de los genes relacionados con las fimbrias tipo IV en 

los aislados clínicos de S. maltophilia, primero se realizó la estandarización de las condiciones 

de reacción para la amplificación de los genes. Para esto, la cepa de referencia de S. maltophilia 

se cultivó en medio LB toda la noche a 37ºC y al día siguiente se extrajo el ADN genómico, se 

cuantificó por espectrofotometría y se analizó en un gel de agarosa. Posteriormente, se realizó 

la PCR de punto final para cada gen por separado utilizando la enzima ñDreamTaq Green PCR 

Master Mixò (Thermo Fisher Scientific) al 1X, los oligonucle·tidos delantero y reverso a 0.4 

mM, ADN templado (25 ng ï 100 ng) y agua hasta completar un volumen final de reacción de 

15 µL.   

 

 

Figura 14. Estandarización de las condiciones de amplificación de los genes relacionados con las fimbrias tipo IV en S. 

maltophilia 13637. A) Amplificación de los genes flp, pilA1, pilA2 y smf relacionados con las pilinas principales de fimbrias 

tipo IV. B) Amplificación de los genes tadA, pilB y papC relacionados con las ATPasas de fimbrias tipo IV. Geles de agarosa 

al 1% teñidos con bromuro de etidio. Se indican los tamaños de los productos amplificados, además del marcador de peso 

molecular (MPM) y el control no templado (NTC). 

          NTC   NTC   NTC  NTC 
MPM   flp     pilA1  pilA2  smf      flp    pilA1   pilA2 smf 

10 000 bp 
  

100 bp 
  

500 bp 
  

1000 bp 
  

140 bp 
  

200 bp 
  

180 bp 
  

    422 bp 
  

                 NTC     NTC    NTC 

    MPM   tadA     pilB     papC     tadA     pilB     papC     

10 000 bp 
  

100 bp 
  

500 bp 
  

1000 bp 
  

220 bp 
  

225 bp 
  190 bp 
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Las condiciones de reacción en el termociclador se detallan en la tabla 8. Los productos 

obtenidos fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1%, teñidos con bromuro de 

etidio y visualizados en el transiluminador (Gel Logic 212 PRO, Carestream). En la figura 14-

A se muestran los productos amplificados de fragmentos de genes de las pilinas principales de 

flp (139 pb), pilA1 (201 pb) y pilA2 (180 pb) con los tamaños de producto esperado, así como 

los controles no templados (NTC) y el marcador de peso molecular (MPM); esto con la finalidad 

de descartar la contaminación de los reactivos utilizados en la PCR. Mientras que en la figura 

14-B se muestran los productos obtenidos de la amplificación de genes de las ATPasas pilB 

(195 pb), tadA (220 pb) y papC (184 pb) con los tamaños de producto esperado, así como los 

NTC y el MPM. 

Las modificaciones para la amplificación se realizaron en la temperatura de alineamiento 

(Tm) de los oligonucleótidos y el número de ciclos en la PCR. Se utilizó una Tm de 58°C para 

todos los oligos porque el diseño fue dirigido para que compartieran temperaturas de 

alineamiento similares. El número de ciclos se modificó para evitar errores como el de ejecutar 

demasiados ciclos, lo que podría incrementar la cantidad y complejidad de productos no 

específicos. Mientras que pocos ciclos darían como resultado un bajo rendimiento del producto.  

Como se observa en la figura 14, las condiciones de reacción utilizadas generan 

productos del tamaño esperado con una menor cantidad de productos inespecíficos, por lo que 

éstas fueron empleadas para la amplificación en los aislados clínicos de nuestro estudio.  

9.3. Amplificación  de genes relacionados con las fimbrias tipo IV en aislados clínicos 

de S. maltophilia. 

Una vez estandarizadas las condiciones de PCR, se procedió a identificar los genes que 

codifican las pilinas y ATPasas relacionados con las fimbrias tipo IV clase A y B, así como 

SMF-1 en los 41 aislados clínicos, por medio de la amplificación por PCR de punto final. Para 

esto, se hicieron cultivos de cada uno de los aislados clínicos en 5 mL de medio LB y se 

crecieron toda la noche en agitación a 37°C, al día siguiente se extrajo el ADN genómico de 

cada cepa, se cuantificó y se analizó mediante electroforesis. 

Las reacciones de amplificación se realizaron por grupos de genes, para cada grupo se 

incluyó siempre el NTC y el control positivo utilizando ADN de la cepa 13637. ADN de cada 

aislado clínico fue analizado por duplicado para todos los genes por PCR y en algunas ocasiones 
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se tuvieron que analizar por triplicado, según fuera necesario. Los resultados se muestran a 

continuación: 

En la figura 15 se muestra las amplificaciones, de los fragmentos de los genes de las 

pilinas principales (flp, pilA1 y pilA2) en los aislados clínicos SM 1 y 2, un control no templado 

(NTC), un control positivo (ATCC 13637). En el caso del aislado clínico SM1 se observa que 

no se amplificó el fragmento del gen flp. 

 En la figura 16 se muestra la amplificación de los fragmentos de genes de las ATPasas 

(tadA, pilB y papC) de los aislados clínicos SM 1 y 2, además del control no templado (NTC) y 

el control positivo (ATCC 13637). En este caso, para SM 2 se amplificaron todos los fragmentos 

de genes asociados a las ATPasas, mientras que SM 1 solo amplificó pilB y papC.  

El resto de las figuras de los productos amplificados correspondientes a cada cepa se 

indican en el apartado de anexos. 

 

 

NTC 13637 SM 1 SM 2  

10 000 bp 
  

100 

bp 

500 

bp 

1000 

bp 

MPM    flp    pilA1     pilA2    smf        flp   pilA1    pilA2   smf        flp       pilA1    pilA2    smf        flp      pilA1    pilA2      smf  

Figura 15. Amplificación de fragmentos de genes de las pilinas principales (flp, pilA1, pilA2 y smf-1) de los aislados 

clínicos SM 1 y 2. Se indican los fragmentos amplificados en la cepa 13637 con su tamaño en pb y la ausencia de amplificados 

en el control no templado (NTC). Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 
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 Los resultados obtenidos de la identificación de genes asociados a fimbrias tipo IV en S. 

maltophilia mediante PCR punto final se resumen en la tabla 10, en donde para la fimbria tipo 

IVa (pilA) 6 (15%) aislados clínicos amplificaron al gen de la pilina principal (pilA1), 33 (80%) 

amplificaron el gen de la segunda pilina principal (pilA2) y 40 (98%) amplificaron el gen 

relacionado con su ATPasa (pilB); para la fimbria tipo IVb (flp), 35 (85%) aislados clínicos 

amplificaron el gen flp y 39 (95%) el gen tadA; mientras que para el gen relacionado con la 

fimbria tipo chaperona-ayudadora (smf-1), los 41 aislados clínicos (100%) amplificaron tanto 

el gen relacionado con su pilina principal smf-1, así como el gen de su ATPasa papC. 

 

 

 

 

 

 

NTC 

  MPM      tadA      pilB        papC      tadA     pilB       papC      tadA     pilB       papC      tadA      pilB   papC 

13637 SM 1 SM 2
  

10 000 bp 
  

100 bp 
  

500 bp 
  

1000 bp 
  

Figura 16. Amplificación de fragmentos de genes de las ATPasas (tadA, pilB y papC) de los aislados clínicos SM 1 y 2. Se 

indican los fragmentos amplificados en la cepa 13637 con su tamaño en pb y la ausencia de amplificados en el control no 

templado (NTC). Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 
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Tabla 10. Porcentaje de genes amplificados por PCR asociados a fimbrias tipo IV en aislados 

clínicos de S. maltophilia  

Fimbria 
Gen relacionado con la fimbria tipo 

IV/chaperona ayudadora 

Aislados clínicos que 

amplificaron el gen 

 IVa (Pil ) 

pilA1 (pilina principal) 6 (15%) 

pilA2 (pilina principal) 33 (80%) 

          pilB (ATPasa) 40 (98%) 

IVb (Flp) 
          flp (pilina principal) 35 (85%) 

          tadA (ATPasa) 39 (95%) 

SMF-1 

(Smf-1) 

          smf-1 (pilina principal) 41 (100%) 

         papC (ATPasa) 41 (100%) 

En la tabla 11 se resumen los resultados de la amplificación de todos los fragmentos de 

genes asociados con las pilinas principales y sus ATPasas en los 41 aislados clínicos analizados. 

El aislado AC 6 no amplificó para los 3 genes asociados con la fimbria tipo IV clase A (pilA1, 

pilA2 y pilB) y la cepa SM 1 fue negativa para la amplificación de genes relacionados con la 

fimbria tipo IV clase B (flp y tadA), mientras que todos los aislados amplificaron ambos genes 

asociados con la fimbria SMF-1. El aislado SM 25 generó un resultado no concluyente con 

respecto al gen tadA debido a que no fue posible, después de 3 repeticiones, determinar como 

positiva o negativa la amplificación. 
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Se indica con un asterisco los aislados clínicos inciertos, con + los aislados clínicos que amplificaron el fragmento del gen de 

interés y por último con ï los aislados clínicos donde no se amplifico el gen de interés. También están marcados los aislados 

clínicos con un sombreado los que formaron parte de los ensayos de formación de biofilm ya que en estos aislados clínicos no 

se amplificaron alguno de los genenes de interés. 

 Pil Flp SMF-1 

pilA1 pilA2 pilB flp tadA smf-1 papC 

13637 + + + + + + + 

SMD91 + + + + + + + 

AC 1 + + + + + + + 

AC 2 + + + + + + + 

AC 3A + + + + + + + 

AC 4B + + + + + + + 

AC 5 + + + + + + + 

AC 6 - - - + + + + 

T240 - - + + + + + 

T302 - + + + + + + 

T533 - + + + + + + 

T673 - + + + + + + 

SM 1 + + + - - + + 

SM2 - + + + + + + 

SM3 - + + + + + + 

SM4 - + + + + + + 

SM5 - + + + + + + 

SM7 - + + + + + + 

SM8 - + + + + + + 

SM10 - + + + + + + 

SM12 - + + + + + + 

SM17 - - + + + + + 

SM13 - + + + + + + 

SM14 - + + + + + + 

SM15 - - + - + + + 

SM18 - + + + + + + 

SM22 - + + + + + + 

SM23 - - + + + + + 

SM25 - + + - *  + + 

SM108A - - + + + + + 

SM109A - - + + + + + 

 SM110 - + + + + + + 

SM111 - + + + + + + 

SM113 - + + - + + + 

SM115B - + + - + + + 

SM117 - + + + + + + 

SM119 - + + + + + + 

SM121 - + + + + + + 

SM122 - + + + + + + 

SM123 - + + + + + + 

SM124 - - + - + + + 

SM125 - + + + + + + 

SM126 - + + + + + + 

Tabla 11. Amplificación por PCR de genes asociados a fimbrias tipo IV en 41 aislados clínicos de S. 

maltophilia. 
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9.4. Ensayos de formación de biofilm de aislados clínicos de S. maltophilia. 

Con base en los resultados obtenidos en la amplificación por PCR de los genes 

relacionados con las fimbrias tipo IV, se seleccionaron aquellos aislados clínicos que fueran 

carentes del gen flp (aislado clínico SM 1), tadA (aislado clínico SM 1 y 25), pilA1 (aislados 

clínicos T302, SM 17, 12, 25, 15 y AC 6), pilA2 (aislados clínicos SM17, SM15 y AC 6) y pilB 

(AC6); esto con la finalidad de asociar la ausencia de tales genes con el fenotipo de formación 

de biofilm de S. maltophilia sobre superficies abióticas. 

Para esto, se realizó el ensayo de formación y cuantificación del biofilm con el método 

de placa con tinción de cristal violeta, descrito en materiales y métodos. Primero fue necesario 

tener un precultivo en medio LB de los aislados clínicos seleccionados, después se inocularon 

(mismo número de bacterias) en placas de 24 pozos de fondo plano con tapa conteniendo 2 

diferentes medios (medio NYG y medio DMEM). Las placas se incubaron a temperatura 

ambiente y 37 . Posteriormente se eliminó el medio, las células adheridas a los pozos se fijaron 

y tiñeron con cristal violeta al 5% y se resuspendieron en metanol absoluto. Finalmente se midió 

la densidad óptica a 620 nm en el nanofotómetro NanoPhotometer® P-Class (Implen). Se 

utilizaron como controles la cepa de referencia de S. maltophilia 13637 y SMDP92 y E. coli 

enteroagregativa (EAEC) como un buen formador de biofilm. 

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 17, en el ensayo a 37°C (Figura 17 A) 

se observa una variación en la intensidad del colorante en todos los pozos, aunque los que se 

inocularon con los aislados AC 6 y SM 17 tanto en NYG como en DMEM contienen una menor 

cantidad de colorante con respecto al control 13637. Sin embargo, en los pozos con el aislado 

clínico T302 (en ambos medios) solo una mínima cantidad de colorante fue visible respecto de 

la cepa control. Esto se comprobó en la cuantificación de la formación de biofilm que se muestra 

en la figura 17 A, en el que se observa que a 37°C en medio NYG los aislados clínicos AC 6, 

T302 y SM 17 mostraron una drástica reducción en la adherencia y formación de biofilm con 

respecto a la cepa control 13637, registrando una mayor diferencia significativa (P < 0.001). 

Mientras que los aislados clínicos SM 15 y SM 12 presentan una menor diferencia significativa 

en la capacidad de adherencia y formación de biofilm, con respecto a la cepa control. Por otro 

lado, en medio DMEM (Figura17 A) solo los aislados clínicos T302 y AC 6 presentaron una 

menor capacidad de adherencia comparada con la cepa 13637, como lo indica el análisis 

estadístico.  
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Respecto al ensayo de biofilm a temperatura ambiente, solo se observó una disminución 

en la intensidad del colorante en los pozos inoculados con la cepa SM 17 mientras que el resto 

de los pozos se observaron con un color similar (Figura 17 B). Esto se corroboró con la 

cuantificación de la formación de biofilm que se muestra en la figura 17 B, en el que se observa 

que a temperatura ambiente en medio NYG solo los aislados SM 17, T302 y SM 12 mostraron 

una disminución en la adherencia y formación de biofilm con respecto al control. Por último, en 

medio DMEM (Figura 17 B) solo la cepa SM 17 presentó una menor capacidad en la adherencia 

y formación de biofilm comparada con el control, como lo indica el análisis estadístico, el resto 

de las cepas no presentaron diferencias significativas en la capacidad de adherencia.  

En general, S. maltophilia 13637 forma mayor cantidad de biofilm cuando se cultiva en 

medio NYG en ambas temperaturas respecto del medio DMEM. Los aislados clínicos T302, AC 

6 y SM 17 que mostraron una menor capacidad de adherencia y formación de biofilm con 

respecto al control tienen en común que no contienen algunos de los genes relacionados con la 

fimbria tipo IV clase A. Mientras que los aislados clínicos SM1, 15 y 25 carentes de los genes 

relacionados con la fimbria tipo IV clase B, no mostraron diferencias significativas en la 

capacidad de adherencia y formación de biofilm. Tales datos sugieren que la fimbria tipo IV 

clase A de S. maltophilia es importante para su adherencia y formación de biofilm 

principalmente cuando se cultiva a 37°C. 
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Figura 17. Ensayos de formación de biofilm de aislados clínicos de S. maltophilia.  

Cuantificación del método de placa con tinción de cristal violeta de la formación de biofilm en aislados clínicos de S. maltophilia carentes de genes relacionados con la pilina principal y/o ATPasa 

de las fimbrias tipo IV. Las bacterias se inocularon en placas de poliestireno de 24 pozos conteniendo medio NYG y DMEM, y se incubaron a 37°C durante 8 horas y a temperatura ambiente por 

18 horas. La medición de la densidad óptica se realizó a 620 nm. Los asteriscos señalan la diferencia significativa calculada por ANOVA utilizando el método Dunett (***P < 0.001; **P < 0.002; 

*P < 0.033; ns P < 0.12 diferencia no significativa). EAEC no aplica para análisis estadístico. Los ensayos se realizaron por duplicado. 
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10. DISCUSIÓN  

La reciente evidencia clínica y epidemiológica destaca la importancia de S. maltophilia 

como un patógeno nosocomial humano emergente, particularmente en pacientes 

inmunocomprometidos. Algunas de las características que identifican a este microorganismo 

son su resistencia intrínseca a los antibióticos y la facilidad de desarrollar resistencia a los 

medicamentos utilizados en el tratamiento de infecciones en hospitales, su adherencia a 

superficies bióticas y abióticas, y su capacidad de formar biofilm sobre dispositivos médicos 

además de sobrevivir en ambientes nosocomiales. 

De Oliveira-Garcia y colaboradores en 2002 y 2003 demostraron que el flagelo y la 

fimbria SMF-1 contribuyen con la modulación y el desarrollo de esta estructura en S. 

maltophilia (De Oliveira-Garcia et al., 2003). Sin embargo, está ampliamente documentado que 

en el desarrollo de biofilm participan diversas estructuras, como es el caso de la fimbria tipo IV 

que es un factor de virulencia requerido en la adherencia, formación de biofilm y desarrollo de 

la enfermedad causada por patógenos importantes, por ejemplo, en P. aeruginosa, una bacteria 

filogenéticamente relacionada con S. maltophilia y que expresa diferentes fimbrias tipo 4 (tipo 

IVa, IVb y Tad) (Burrows, 2012). 

Recientemente, en el grupo del Dr. Girón se realizó una búsqueda en la secuencia del 

genoma de S. maltophilia cepa 13637 y se identificaron genes que codifican para la fimbria tipo 

IVa y IVb, cuya función en el mecanismo de patogenicidad de S. maltophilia aún es 

desconocido, pero se propone que S. maltophilia contiene las herramientas genéticas necesarias 

para ensamblar dos clases distintas de fimbria tipo IV, las cuales podrían desempeñar una o 

varias de las diferentes funciones atribuidas a la fimbria tipo IV y actuar en conjunto para 

realizar una colonización exitosa en el huésped (Lara-Ochoa et al., En preparación). En este 

análisis bioinformático, se identificaron 22 genes putativos implicados en la formación de la 

fimbria tipo IV clase A, los cuales se encontraron dispersos por todo el cromosoma, una 

característica de los genes implicados en la biogénesis de la fimbria tipo IV clase A, mientras 

que los genes implicados en la formación de la fimbria tipo IV clase B están típicamente 

agrupados (Berry & Pelicic, 2015). Hasta la fecha, se han identificado aproximadamente 45 

genes que son importantes en la biogénesis de la fimbria tipo IV clase A en P. aeruginosa. Estos 

genes incluían aquellos que codificaban la pilina principal (PilA), las pilinas menores que 

forman la base o la punta de la fimbria (FimT, FimU, PilV, PilW, PilX, PilY1 y PilY2), proteínas 
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necesarias para el ensamblaje (PilB, PilC, PilD, PilF, PilM, PilN, PilO), ATPasas que regulan 

la retracción de la fimbria (PilT y PilU), proteínas reguladoras (RpoN y PilR-PilS) que controlan 

la transcripción del gen pilA en respuesta a estímulos ambientales, entre otros (Burrows, 2012). 

De manera interesante, se identificaron dos genes putativos relacionados con la pilina 

principal (pilA1 y pilA2) de la fimbria tipo IV clase A en el genoma de S. maltophilia, cuyos 

genes forman parte de 7 ORF contiguos (pilD, pilC, pilA1, pilA2, pilB, pilR y pilS) (Lara-Ochoa 

et al., En preparación). Las prepilinas PilA1 y PilA2 en S. maltophilia muestran características 

típicas de las prepilinas tipo IV en general, por ejemplo son un péptido señal corto, de alta 

conservación con residuos hidrofílicos y neutros que forman una Ŭ-hélice, la cual se requiere 

para las interacciones de subunidad-subunidad durante el ensamblaje de la fimbria (Berry & 

Pelicic, 2015). PilA1 en S. maltophilia comparte 49% de identidad con PilA de X. fastidiosa y 

PilA2 en S. maltophilia comparte 43% con PilA de P. aeruginosa (Lara-Ochoa et al., En 

preparación). El papel de cada pilina ha sido investigado en varias bacterias, por ejemplo, en 

Pseudomonas stutzeri, el gen pilA1 codifica la subunidad principal de la fimbria, y la 

inactivación del gen pilA2 no afecta la producción fimbrial, sino que aumenta la capacidad de 

transformación de las células de P. stutzeri, lo que sugiere que este segundo gen está involucrado 

en la represión de la captación de ADN (Graupner y Wackernagel, 2001). En Eikenella 

corrodens, la subunidad principal de la fimbria está codificada por el gen pilA1, y la inactivación 

del gen pilA2 no cambia el fenotipo, lo que indica que el gen pilA2 en esta bacteria tampoco es 

esencial para la biosíntesis de fimbrias funcionalmente normales. Sin embargo, cuando se 

eliminó el gen pilA1 y el gen pilA2 se colocó bajo el control del promotor pilA1, E. corrodens 

produjo fimbrias compuestas por la proteína PilA2 (Villar et al., 1999, 2001). La cianobacteria 

Synechocystis sp. está rodeada de estructuras fimbririales delgadas y gruesas y, aunque la 

inactivación del gen pilA2 no tiene ningún efecto sobre la expresión de ninguno de los dos tipos 

de fimbrias, las fimbrias gruesas desaparecen cuando el gen pilA1 se inactiva (Bhaya et al., 

2002). En Clostridium perfringens el análisis de predicción estructural indicó que PilA1 es 

similar a la pseudopilina encontrada en Klebsiella oxytoca, mientras que PilA2 es más similar a 

las fimbrias encontradas en patógenos gramnegativos P. aeruginosa y N. gonorrhoeae (Varga 

et al., 2006). Además, se ha demostrado que la pilina principal PilA2 de la fimbria tipo IV de C. 

perfringens, regula la adhesión a las células eucariotas del huésped cuando se expresa por N. 

gonorrhoeae (Rodgers et al., 2011). En Ruminococcus albus la pilina PilA2 no se externaliza ni 
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se involucra en la adhesión coordinada por la pilina PilA1, sin embargo, una menor cantidad de 

transcrito de pilA2 en comparación del de pilA1 sugieren que la proteína PilA2 puede ser parte 

del complejo de ensamblaje, sin ser una parte integral de la estructura de la fimbria 

(Rakotoarivonina et al., 2005). Con estos resultados indicaría que pilA1 se requiere para el 

desarrollo de la fimbria en la superficie, mientras que el segundo gen pilA2 podría tener poco o 

ningún efecto sobre este desarrollo en la superficie de la fimbria, en el ñtwitching motilityò o el 

desarrollo del biofilm. De cualquier manera, es posible que la presencia de más de una pilina 

principal permita la evasión de la respuesta inmune y la versatilidad de las funciones que pueden 

realizar las fimbrias tipo IV (Graupner y Wackernagel, 2001; Burrows, 2012). 

En el análisis bioinformático de S. maltophilia también se identificó la presencia de un 

operón putativo que comprende 13 ORF que muestran una alta homología con los genes flp/tad, 

estos genes posiblemente codifican componentes involucrados en el ensamblaje de la fimbria 

Flp, la cual está relacionada con la adherencia, formación de biofilm y la patogénesis en otras 

bacterias (Lara-Ochoa et al., En preparación). La disposición de estos genes putativos 

relacionados con la fimbria tipo IV de clase B en S. maltophilia se encuentra altamente 

conservada en bacterias genéticamente relacionadas y en varios patógenos humanos. Sin 

embargo, el orden y la disposición de este grupo de genes es casi idéntico al presente en B. 

cenocepacia (Lara-Ochoa et al., En preparación).  

Se necesitan de al menos 12 genes para la formación de la fimbria Flp y para que esta 

fimbria sea funcional y se relacione con la adherencia (Tomich et al., 2007). Estos genes 

generalmente se organizan linealmente en una sola dirección. Este grupo de genes generalmente 

comienzan con el gen flp, seguido por el gen que codifica la peptidasa (tadV) y los genes 

restantes que codifican la máquina molecular (Tomich et al., 2007). P. aeruginosa contiene 13 

genes tad cuyos productos ensamblan la fimbria Flp, la cual está involucrada en la fijación a 

superficies abióticas y bióticas, el contacto bacteria-bacteria y la autoagregación. Este grupo de 

genes en esta bacteria tiene una organización genética distinta con algunas unidades 

transcripcionales orientadas en diferentes direcciones, lo cual puede sugerir un proceso 

regulador diferente (Bernard et al., 2009). 

Las prepilinas de Flp, muestran características estructurales similares entre las diferentes 

especies bacterianas, sin embargo, el análisis filogenético realizado indica que en la fimbria Flp 
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de S. maltophilia tiene mayor similitud con las pilinas de B. cenocepacia, R. solanacearum y B. 

pseudomallei (Lara-Ochoa et al., En preparación). 

De manera análoga al papel que desempeñan las fimbrias tipo IV en otras bacterias 

patógenas humanas y vegetales, es razonable suponer que la supuesta fimbria tipo IV de S. 

maltophilia podría desempeñar funciones similares, por ejemplo, mediando la adhesión a 

dispositivos médicos y a las células huésped, permitiendo el desarrollo. de comunidades 

bacterianas dentro y fuera del huésped. La capacidad de formar biofilm fuertes aumenta la 

resistencia bacteriana a los antimicrobianos (Costerton y DeMeo, 2011). 

Si bien la producción de cualquiera de las dos clases de fimbria tipo IV por S. maltophilia 

aún no se ha demostrado, se podría especular que, al igual que otras bacterias Gram negativas, 

la expresión de estos operones los cuales están relacionados con la formación de la fimbria tipo 

IV debe estar bajo una estricta regulación ambiental y nutricional. Por ejemplo, se ha encontrado 

que el crecimiento de patógenos humanos de E. coli enteropatógenos y E. coli 

enterohemorrágica O157: H7 a 37C en medio de cultivo DMEM, induce la producción de la 

fimbria tipo IV, la fimbria común de E. coli, y activan el ensamblaje y la función del sistema de 

secreción tipo 3 (Elliott et al., 2000; Rendon et al., 2007; Xicohtencatl-Cortes et al., 2007). Estas 

condiciones de crecimiento nutricional y ambiental imitan, en parte, las condiciones de 

crecimiento que prevalecen en el huésped. Por lo tanto, se podría plantear la hipótesis de que 

bajo las condiciones de crecimiento in vitro o in vivo apropiadas, S. maltophilia puede ser capaz 

de producir fimbrias tipo IV, muy probablemente con funciones que le servirían a la bacteria en 

diferentes etapas durante las infecciones naturales en humanos. En resumen, el potencial de este 

patógeno nosocomial para producir una variedad de fimbrias multifuncionales distintas se 

destaca por la versatilidad que podría adaptar para colonizar diferentes tejidos y entornos del 

huésped.  

En este trabajo se estudiaron los genes relacionados con las posibles pilinas principales 

y ATPasas de las fimbrias tipo 4 clase A y B en aislados clínicos provenientes del Hospital de 

Medicina de Charlotesville, Virginia de E.U.A. Dando como resultado que el porcentaje de 

aislados clínicos que amplificaron el gen pilA1 (15%) fue menor que el porcentaje de aislados 

clínicos que amplificaron el gen pilA2 (pilina) y el gen flp (88%). Además de que en los ensayos 

de formación de biofilm los aislados clínicos T302, AC 6 y SM 17, los cuales posiblemente no 

contienen algunos de los genes de interés relacionados con la fimbria tipo IVa mostraron una 
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menor capacidad de adherencia y formación de biofilm con respecto al control. Mientras que 

los aislados clínicos SM1, 15 y 25 posiblemente carentes de los genes relacionados con la 

fimbria tipo IVb no mostraron diferencias estadísticas significativas en la capacidad de 

adherencia y formación de biofilm.  

Por otro lado, cabe señalar que a la par de este estudio se realizó un trabajo identificado 

los mismos genes en 18 aislados clínicos provenientes del Hospital Universitario de Puebla - 

Buap. Dando como resultado un comportamiento similar al descrito en este trabajo, en el cual 

el porcentaje de aislados clínicos que amplificaron el gen pilA1 fue menor que el porcentaje de 

aislados clínicos que amplificaron el gen pilA2 y el gen flp. 

Para explicar estos resultados y relacionar la deficiencia en la capacidad de adherencia 

y formación de biofilm de algunos aislados clínicos con la posible carencia de los genes 

relacionados con la formación de la fimbria tipo IV , podemos sugerir que la fimbria tipo IV 

clase A en el caso de S. maltophilia es la que probablemente está involucrada con en la 

formación de biofilm y en el desarrollo de la enfermedad, ya que la pilina principal relacionada 

con el gen pilA1 podría ser la que entra en contacto con el hospedero, genere una mayor 

variabilidad genética y por eso en los resultados de la amplificación de este gen observamos 

aliados clínicos que aunque no amplifiquen este gen la variación en la adherencia y formación 

de biofilm no se ve gravemente afectada. Por otro lado, la pilina principal relacionada con el 

gen pilA2 podría parecer que no es importante en el desarrollo de la enfermedad, ya que presenta 

una menor variación en la adherencia y formación de biofilm, además de un mayor porcentaje 

en la amplificación de este gen, pero es importante en el desarrollo de la enfermedad porque 

este gen se encuentra conservado en casi todos los aislados clínicos, lo cual sugiere que podría 

estar formando parte de alguna estructura que no está tanto en contacto con el hospedero, por lo 

que no está relacionada con la respuesta inmune y genera una menor variabilidad genética. Y 

por último podemos sugerir que en la fimbria tipo IV clase B, el gen flp al estar presente en 

todos los aislados clínicos, nos indica que también tiene una función en el desarrollo de la 

enfermedad, y se propone que al estar presente todos los aislados clínicos sea importante en otra 

etapa del mecanismo de patogenicidad de S. maltophilia y al de contribuir al desarrollo de la 

enfermedad.  

Cabe señalar la importancia de este trabajo, ya que una vez se pudieran identificar este 

tipo de fimbrias se podrían desarrollar biomarcadores para identificar esta bacteria en pacientes 
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hospitalizados y generar posteriormente estudios de epidemiologia molecular de S. maltophilia 

en México. 

11. CONCLUSIONES. 

 

ü La amplificación por PCR de punto final de los genes asociados con la formación de la 

fimbria tipo IV clase A en los 41 aislados clínicos de S. maltophilia indicó que el 98% 

contiene el gen pilB (ATPasa), el 15% pilA1 (pilina) y el 95% pilA2 (pilina). En el caso 

de la fimbria tipo IV B, es muy probable que se identificó que el gen tadA (ATPasa) fue 

amplificado en el 95% de los aislados y flp (pilina) en el 88%. Mientras que los genes 

relacionados con SMF-1 fueron amplificados en el 100% de los aislados clínicos. Con 

esto se concluye que la fimbria tipo IV clase A y clase B podrían ser importantes en el 

desarrollo de la enfermedad causada por S. maltophilia debido a que arriba del 95% de 

los aislados clínicos contienen los genes que codifican para las ATPasas de las 

respectivas fimbrias. 

ü Los ensayos de formación de biofilm indican que S. maltophilia forma mayor cantidad 

de biofilm sobre placas de poliestireno cuando se cultiva en medio NYG a temperatura 

ambiente o 37°C, respecto del medio DMEM. Los aislados clínicos T302, AC 6 y SM 

17 que posiblemente no contienen algunos de los genes relacionados con la fimbria tipo 

IV clase A mostraron una menor capacidad de adherencia y formación de biofilm 

(diferencia estadísticamente significativa) con respecto a la cepa control 13637. Mientras 

que los aislados clínicos SM1, 15 y 25 posiblemente carentes de los genes relacionados 

con la fimbria tipo IV clase B, no mostraron diferencias estadísticas significativas en la 

capacidad de adherencia y formación de biofilm.  

ü Según los datos obtenidos se concluye que la fimbria tipo IV clase A de S. maltophilia 

podría tener una función importante en la adherencia y formación de biofilm cuando la 

bacteria se cultiva a 37°C y posiblemente en el desarrollo de la enfermedad causada por 

este patógeno. Sin embargo, la fimbria tipo IV clase B podría tener una función 

importante en otra etapa del mecanismo de patogenicidad de este patógeno y contribuir 

de manera importante al desarrollo de la enfermedad. 
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12. PERSPECTIVAS. 

¶ Realizar secuenciación de los aislados clínicos trabajados para confirmar la ausencia de 

los genes relacionados con las fimbrias tipo IVa y IVb. 

 

¶ Realizar mutantes de los genes relacionados con las fimbrias tipo IVa y IVb para poder 

comparar comportamiento de los aislados clínicos estudiados. 

 

¶ Evaluar la expresión de los genes relacionados con las fimbrias tipo IV mediante alguna 

técnica como qRT-PCR en las condiciones con las que se trabajó. 

 

¶ Determinar la importancia de la fimbria tipo IVa y IVb en la formación del biofilm y 

desarrollo de la enfermedad con el comportamiento de aislados clínicos y ambientales 

de México. 

 

  



      

 

Página | 69  

 

13. ANEXOS. 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1,  pilA2 y flp de los 

aislados clínicos AC 1 y 2. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1,  pilA2 y flp de los 

aislados clínicos AC 2, AC3a, AC4b, AC5 y AC6. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

pilinas principales de las fimbrias tipo IV (flp, pilA1, pilA2) en los aislados clínicos AC 1, 2, 

3a, 4b, 5 y 6.  
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1,  pilA2 y flp de los 

aislados clínicos AC 1 y 2.

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1,  pilA2 y flp de los 

aislados clínicos AC 2, AC3a, AC4b, AC5 y AC6. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

pilinas principales de las fimbrias tipo IV (flp, pilA1, pilA2) en los aislados clínicos AC 1, 2, 

3a, 4b, 5 y 6.  
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1,  pilA2 y flp de los 

aislados clínicos AC 1 y 2. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1,  pilA2 y flp de los 

aislados clínicos AC 2, AC3a, AC4b, AC5 y AC6. 

 

Tercer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

pilinas principales de las fimbrias tipo IV (flp, pilA1, pilA2) en los aislados clínicos AC 1, 2, 

3a, 4b, 5 y 6.  
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes flp,  pilA1, pilA2 y smf-1 

de los aislados clínicos T240 y T302. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes flp,  pilA1, pilA2 y smf-1 

de los aislados clínicos T533 y T673. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (flp, pilA1, pilA2 y smf-1) en los aislados clínicos AC T240, T302, T533 y 

T637. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes flp,  pilA1, pilA2 y smf de 

los aislados clínicos AC T240 y T302. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes flp,  pilA1, pilA2 y smf de 

los aislados clínicos AC T533 y T673. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (flp,  pilA1, pilA2 y smf) en los aislados clínicos AC T240, T302, T533 y T637. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA y papC de los 

aislados clínicos AC 1, 2, 3a, 4b, 5, 6 y T240. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA y papC de los 

aislados clínicos AC T240, T302 T533 y T673. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (papC y tadA) en los aislados clínicos AC 1, 2, 3a, 4b, 5, 6, T240, T302, T533 

y T637. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA y papC de los 

aislados clínicos AC 1, 2, 3a, 4b, 5, 6, T240, T302 T533 y T673. 

 

Continuación del primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes 

relacionados con las fimbrias tipo IV (pilB) en los aislados clínicos AC 1, 2, 3a, 4b, 5, 6, T240, 

T302, T533 y T637. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA,  pilB y papC de los 

aislados clínicos AC 1, 2, 3a, 4b y 5. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA, pilB y papC de los 

aislados clínicos AC 6, T240, T302 T533 y T673. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (tadA, pilB y papC) en los aislados clínicos AC 1, 2, 3a, 4b, 5, 6, T240, T302, 

T533 y T637. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes flp y pilA1 de los 

aislados clínicos SM 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 12 y 17. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1 y pilB de los 

aislados clínicos SM 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 12 y 17. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (flp, pilA1 y pilB)en los aislados clínicos SM 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 y 17.  
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes flp, pilA1 y pilB de los 

aislados clínicos SM 1, 2, 3, 4 y 5. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes flp, pilA1 y pilB de los 

aislados clínicos SM 5, 7, 8, 10, 12 y 17. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (flp, pilA1 y pilB)en los aislados clínicos SM 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 y 17. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA2, tadA y papC 

de los aislados clínicos SM 1, 2 y 3. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA2, tadA y papC 

de los aislados clínicos SM 3, 4, 5, 7, 8 y 10. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (smf, pilA2, tadA y papC) en los aislados clínicos SM 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 y 10. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA2, tadA y papC 

de los aislados clínicos SM 10, 12 y 17. 

 

Continuación del primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes 

relacionados con las fimbrias tipo IV (smf, pilA2, tadA y papC) en los aislados clínicos SM 1, 

2, 3, 4, 5, 7, 8 y 10. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA2, tadA y papC 

de los aislados clínicos SM 1, 2 y 3. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA2, tadA y papC 

de los aislados clínicos SM 3, 4, 5, 7, 8 y 10. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (smf, pilA2, tadA y papC) en los aislados clínicos SM 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 y 10. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA2, tadA y papC 

de los aislados clínicos SM 10, 12 y 17. 

 

Continuación del segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes 

relacionados con las fimbrias tipo IV (smf, pilA2, tadA y papC) en los aislados clínicos SM 1, 

2, 3, 4, 5, 7, 8 y 10. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA1, pilA2 y pilB 

de los aislados clínicos SM 13, 14 y 15. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA1, pilA2 y pilB 

de los aislados clínicos SM 15, 18, 22, 23 y 25. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (smf, pilA1, pilA2 y pilB) en los aislados clínicos SM 13, 14, 15, 18, 22, 23 y 

25. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA1, pilA2 y pilB 

de los aislados clínicos SM 13, 14 y 15. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, pilA1, pilA2 y pilB 

de los aislados clínicos SM 15, 18, 22, 23 y 25. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (smf, pilA1, pilA2 y pilB) en los aislados clínicos SM 13, 14, 15, 18, 22, 23 y 

25. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA, flp y papC de los 

aislados clínicos SM 13, 14, 15 y 18. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA, flp y papC de los 

aislados clínicos SM 22, 23 y 25. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (tadA, flp y papC) en los aislados clínicos SM 13, 14, 15, 18, 22, 23 y 25. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA, flp y papC de los 

aislados clínicos SM 13, 14, 15 y 18. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes tadA, flp y papC de los 

aislados clínicos SM 22, 23 y 25. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (tadA, flp y papC) en los aislados clínicos SM 13, 14, 15, 18, 22, 23 y 25. 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, papC, flp y tadA de 

los aislados clínicos SM 117, 108A y 109A. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, papC, flp y tadA de 

los aislados clínicos SM 109A, 110, 111, 113 y 115B. 

 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (smf, papC, flp y tadA) en los aislados clínicos SM 117, 108A y 109A, 110, 

111, 113 y 115B. 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, papC, flp y tadA de 

los aislados clínicos SM 117, 108A y 109A. 



      

 

Página | 88  

 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, papC, flp y tadA de 

los aislados clínicos SM 109A, 110, 111, 113 y 115B. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (smf, papC, flp y tadA) en los aislados clínicos SM 117, 108A y 109A, 110, 

111, 113 y 115B. 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1, pilA2 y pilB de los 

aislados clínicos SM 17, 108A, 109A y 110. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1, pilA2 y pilB de los 

aislados clínicos SM 111, 113, 115B, 117, 119 y 121. 

Primer ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (pilA1, pilA2 y pilB) en los aislados clínicos SM 17, 108A y 109A, 110, 111, 

113, 115B, 117, 119 y 121. 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1, pilA2 y pilB de los 

aislados clínicos SM 17, 108A, 109A y 110. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes pilA1, pilA2 y pilB de los 

aislados clínicos SM 111, 113, 115B, 117, 119 y 121. 

 

Segundo ensayo para la identificación por PCR de punto final de los genes relacionados con las 

fimbrias tipo IV (pilA1, pilA2 y pilB) en los aislados clínicos SM 17, 108A y 109A, 110, 111, 

113, 115B, 117, 119 y 121 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, papC, flp y tadA de 

los aislados clínicos SM 117, 119 y 121. 
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Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, papC, flp y tadA de 

los aislados clínicos SM 121, 122, 123, 124 y 125. 

 

Gel de agarosa para la amplificación de los fragmentos de genes smf, papC, flp y tadA del 

aislado clínicos SM 126. 






















