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RESUMEN 

Se evaluó la formación de biopelículas en cepas de Stenotrophomonas maltophilia 
asociadas a infecciones intrahospitalarias, sobre diferentes superficies y su capacidad 
de supervivencia al estrés oxidativo. 18 cepas de S. maltophilia fueron ensayadas, se 
les determinó la capacidad de formar biopelículas sobre laminillas de vidrio de 
borosilicato, tubos de borosilicato (BS) y polipropileno (PP), microplacas de 
poliestireno (PS), catéteres de policloruro de vinilo (PCV) y silicona, y se evidenció 
la producción de exopolisacáridos a través del método de rojo Congo,  el potencial de 
supervivencia  se determinó mediante el método de sensibilidad al estrés oxidativo 
con peróxido de hidrogeno (H2O2) al 12%. Todas las cepas fueron formadoras de 
biopelículas sobre los materiales empleados. En laminillas de vidrio se observó que 
14 (77,8%) formaron biopelículas fuertes y 4 (22,2%) biopelículas moderadas. En 
tubos de BS 9 (50,0%) fueron productores fuertes, 7 (38,9%) productores moderados 
y 2 (11,1%)  productores débiles de biopelículas. Mientras que en tubos de PP se 
observó que 15 (83,3%) producían biopelículas fuertes y 3 (16,7%)  biopelículas 
moderadas. En microplacas de PS y  catéteres de PCV, todas las cepas (100,0%) 
formaron biopelículas fuertes  mientras que en catéteres de silicona, 4(22,2%) fueron 
productores fuertes, 7(38,9%) productores moderados  y 7 (38,9%)  fueron 
productores débiles de biopelículas. Al comparar los métodos cuantitativos, se 
encontraron  diferencias altamente significativas (P<0,05) entre  las técnicas  de 
microplaca de PS, tubos de BS y tubos de PP, donde la técnica de microplaca de PS 
resulto ser más efectiva y recomendable para ser aplicada como una herramienta 
cuantitativa confiable para la formación de biopelículas. De las 18 cepas en estudio, 
14 cepas (77,8%) resultaron ser productoras de exopolisacáridos, mostrando colonias 
de color blanco  y  4(22,2%) fueron no productoras presentando colonias de color 
rojo. En cuanto a la capacidad de la bacteria de sobrevivir al H2O2 al 12%, 16 cepas 
(84,6%) resultaron sensibles, 1 (7,7%) intermedia y 1 (7,7%) resistente a la acción del 
peróxido. La técnica de microplaca de PS demostró ser de gran precisión 
evidenciando la formación de biopelículas por S. maltophilia. Debido a que este 
microorganismo posee carga superficial positiva a pH fisiológico, favorece su 
adherencia a materiales con carga negativa como PCV y silicona, comúnmente 
utilizados en la fabricación de implementos médicos, facilitando procesos de 
infección/colonización asociados al uso de técnicas invasivas, como cateterismo, 
intubación y traqueotomía.  S. maltophilia fue sensible al estrés oxidativo con H2O2 
al 12%, no sobreviviendo en su mayoría al efecto biocida del peróxido de hidrógeno. 
 
Palabra y/o Frases Claves: Biopelículas, Stenotrophomonas maltophilia, 
Exopolisacáridos, Estrés oxidativo. 
 
 



 

INTRODUCCIÓN 

 

Las biopelículas son comunidades microbianas complejas, inmersas en una 

matriz de exopolisacáridos y adheridas a una superficie viva o inerte. En la naturaleza, 

constituyen un modo de crecimiento protegido que permite la supervivencia de los 

microorganismos en un medio hostil (Costerton et al., 1999). Se componen de agua 

en un 97% del contenido total. Además de agua y células bacterianas, la matriz de la 

biopelícula es un complejo formado principalmente, por exopolisacáridos y en menor 

cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteínas, ADN y otros productos 

procedentes de la lisis de las bacterias (Sutherland, 2001; Branda et al., 2005). 

 

La estructura de las biopelículas presenta canales que permiten el flujo de agua, 

nutrientes y oxígeno, incluso hasta las zonas más profundas de la biopelícula. Lo que 

genera diferentes microambientes en cuanto a concentración de nutrientes, pH u 

oxígeno se refiere. La heterogeneidad de los microorganismos que integran las 

biopelículas dificulta su erradicación de los ambientes donde se establecen 

(Costerton, 1995; Davey y O’Toole, 2000; Stoodley et al., 2002). Cuando los 

microorganismos se desprenden de las biopelículas, pueden desplazarse y adherirse a 

nuevas superficies colonizándolas, manteniendo las mismas características que tenían 

en la biopelícula de donde proceden (Watnik y Kolter, 2000). 

 

Los microorganismos que se encuentran en las biopelículas, tienen la capacidad 

de interactuar unos con otros, lo que se ha denominado comunicación celular, esta 

característica de las biopelículas, involucra la regulación y expresión de genes a 

través de la acumulación de moléculas de señalización. Esta acumulación de señales 

químicas depende de la densidad bacteriana y median la comunicación intracelular. 

Simultáneamente, los microorganismos pueden producir sustancias para estimular la 

propagación de colonias e inhibir el crecimiento de otras, quedando los 
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microorganismos patógenos en una posición favorable dentro de las biopelículas 

(Costerton et al., 1995). Las biopelículas se pueden desarrollar por medio de dos tipos 

de procesos; a partir de una célula planctónica o de otra biopelícula (Socransky y 

Haffajee, 2003). 

 

La capacidad que poseen los microorganismos de interactuar entre sí, influye en 

la producción de factores de virulencia, en la estructura de la propia biopelícula y en 

la resistencia ante las defensas del hospedero y antimicrobianos. Esto atribuido a que, 

los anticuerpos y los antimicrobianos no tienen acceso a los microorganismos 

patógenos debido al lugar que éstos ocupan en las biopelículas (Stewart y Costerton, 

2001). Existen evidencias indicando que, las bacterias organizadas bajo la estructura 

de biopelículas son 500 veces más resistentes a los antibióticos (Costerton, 1995; 

Costerton et al., 1999). 

 

Los avances en la medicina han permitido la aplicación de dispositivos médicos 

en el organismo, como implantes de válvulas cardíacas, catéteres de línea central, 

intravenosos y urinarios que no causan reacciones adversas, pero que generan 

ambientes óptimos para la formación de biopelículas, de esta manera, muchas 

infecciones bacterianas persistentes o crónicas pueden ser explicadas por la presencia 

de biopelículas (Donlan, 2001; Kim, 2001).  

 

Estudios recientes indican que más del 60% de las infecciones intrahospitalarias 

son causadas por microorganismos que forman biopelículas, prolongando la 

hospitalización e incrementando los costos de atención y la mortalidad. Las bacterias 

formadoras de biopelículas causan múltiples infecciones, a nivel del tracto urinario 

son causadas por Escherichia coli y otros patógenos, infecciones de oído medio por 

Haemophilus influenzae, la formación de placa bacteriana, la gingivitis y la 

peridontitis son la causa de biopelículas formadas por Streptococcus sp., 
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Fusobacterium sp., y Porphyromona sp., las infecciones intrahospitalarias, 

principalmente, las respiratorias como neumonías asociadas a ventilación mecánica y 

pacientes con fibrosis quística, son causadas por Stenotrophomonas maltophilia 

(Cercenado, 2006; Corzo y Gómez, 2006; Del Toro et al., 2006). 

 

Taxonómicamente, S. maltophilia era conocida anteriormente como 

Pseudomonas maltophilia (Hugh y Ryschenkow 1961) y Xanthomonas maltophila 

(Swings et al., 1983), hasta que Palleroni y Bradbury (1993) propusieron la creación 

de un nuevo género denominado Stenotrophomonas, siendo S. maltophilia el único 

miembro, dentro del grupo V de ARNr de la familia Pseudomonaceae. 

Posteriormente (Nesme et al., 1995), confirmaron la distinción entre S. maltophilia y 

los miembros del género Xanthomonas mediante el uso de mapeos de restricción de 

genes 16S ARNr amplificados por PCR. Actualmente es aceptada la designación de 

Stenotrophomonas. 

 

S. maltophilia pertenece al grupo de los bacilos Gram negativos no 

fermentadores de la glucosa (BGNNF), aerobio estricto, no esporulado. Las bacterias 

de este género se definen como bacilos Gram negativos rectos y en ocasiones 

ligeramente curvos, con una longitud de 0,5 a 1,5 µm. Generalmente, se encuentran 

solos o en pares y es móvil por presentar un mechón de flagelos en uno de sus polos 

(Juliet et al., 2006).  

 

En cuanto a su hábitat, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza 

(Denton et al., 1998). En el medio ambiente, ha sido aislada en aguas residuales, 

lagos y ríos, en el suelo, en la rizosfera de diferentes vegetales, en animales y en 

alimentos (Hugh y Gilardi, 1980; Papapetropolou et al., 1994). En el medio 

hospitalario, se aísla del agua procedente de respiraderos y grifos, en 

descontaminantes preoperatorios, tubos con etilendiaminotetracético (EDTA), 
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catéteres de succión traqueal y bombas auxiliares cardiopulmonares, y en ocasiones 

en las manos del personal sanitario (Villarino et al., 1992; Denton et al., 1998; 

Sevillano et al., 2001).  

 

S. maltophilia es un patógeno oportunista cuya incidencia de aparición 

intrahospitalaria se ha incrementado en la actualidad, por lo que se considera 

como un patógeno de creciente importancia, especialmente, en pacientes con 

factores de riesgo intrínsecos asociados con inmunodepresión (Julve et al., 1998) 

y extrínsecos asociados al uso de catéteres vasculares, ventilación asistida, 

hospitalización prolongada, estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y 

principalmente, la exposición previa a antibióticoterapia de amplio espectro 

(Nicodemo y Páez, 2007). La vía de entrada de S. maltophilia al organismo 

frecuentemente es desconocida, la hospitalización prolongada y la 

antibioticoterapia de amplio espectro pueden favorecer que este microorganismo 

se localice en la vía respiratoria o gastrointestinal de los pacientes (Denton et al., 

1998; Berg et al., 1999; Valdezate et al., 2004). 

 

Aunque este microorganismo fue considerado por mucho tiempo como una 

bacteria de patogenicidad limitada, las infecciones por S. maltophilia representan un 

gran problema, debido a su natural multirresistencia asociada a un aumento de 

morbimortalidad, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, encontrándose 

entre los primeros 3 gérmenes aislados con mayor frecuencia (Denton y Kerr, 1998; 

Senol, 2004; Antón et al., 2005). 

 

La resistencia múltiple de S. maltophilia, se asocia a diversos factores, como 

son la permeabilidad disminuida que impide la entrada de antimicrobianos, la 

presencia de bombas intermembranales que impulsan hacia afuera a los antibióticos 

impidiendo que concentraciones adecuadas ingresen en el interior de la bacteria, 

4 
 



 

además de la producción de enzimas hidrolíticas o inactivantes como betalactamasas 

que hacen que los betalactámicos carezcan de actividad (Jennie et al., 2003; 

McGowan, 2006).  

Las bacterias del genero Stenotrophomonas poseen una carga superficial 

positiva a pH fisiológico, lo cual favorece su adherencia a materiales con carga 

negativa como el teflón y el vidrio. De la misma forma, es capaz de adherirse a 

distintos tipos de plásticos como cánulas intravasculares y tubos endo-traqueales, 

facilitando procesos de infección/colonización asociados al uso de técnicas de 

cateterismo, intubación y traqueotomía (Jucker et al., 1996; Mooney et al., 2001), 

ésta sería una importante propiedad de la bacteria puesto que el material empleado en 

las técnicas invasivas, anteriormente referidas, ha sido descrito como una importante 

fuente de transmisión intrahospitalaria, tanto en cepas de origen clínico como de 

origen ambiental (Villarino et al., 1992; Denton et al., 1998; Senol, 2004). 

 

La ávida adhesión que presenta S. maltophilia a implantes médicos y catéteres 

se debe a la formación de una biopelícula que le proporciona inmunidad natural 

contra los diferentes agentes antimicrobianos y las defensas del sistema inmune 

(Denton y Kerr, 1998; Crispino et al., 2002; Antón et al., 2005). La adhesión a las 

células epiteliales y la naturaleza de los factores de la superficie bacteriana, 

determinan la formación de biopelículas sobre superficies vivas o inertes. 

Stenotrophomonas maltophilia, presenta estructuras denominadas fimbrias 

producidas durante su crecimiento a 35ºC. Estas fimbrias actúan como puentes entre 

la bacteria y las superficies a las que se adhiere (superficies inertes o células 

epiteliales); participando en procesos de formación de biopelículas, hemaglutinación 

y adherencia a cultivos de células de mamíferos (Oliveira et al., 2003). 

 

Un mecanismo de defensa del organismo comúnmente encontrado por las 

bacterias es el estrés oxidativo, en el que se generan pequeñas cantidades de especies 
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reactivas de oxígeno (ERO), producidas por células fagocíticas para combatir las 

infecciones bacterianas incluyendo radicales hidroxilo (OH-), aniones superóxido (O2
-

) y peróxido de hidrogeno (H2O2). Aunque el uso de estos compuestos altamente 

reactivos en la respuesta citotóxicas de los fagocitos causa daños a los tejidos 

huésped, la no especificidad de estos oxidantes es una ventaja, ya que pueden dañar 

casi cualquier parte de la célula blanco. Esto impide que un agente patógeno escape 

de esta parte de la respuesta inmunitaria mediante la mutación de un único blanco 

molecular (Rice y Gopinathan, 1995). 

 

Muchos microorganismos poseen enzimas que ofrecen protección frente a 

productos tóxicos del O2. Los aerobios obligados y anaerobios facultativos contienen 

normalmente las enzimas superóxido dismutasa (SOD) y catalasa, que catalizan la 

destrucción de los radicales superóxido y H2O2, respectivamente. La peroxidasa 

también puede ser utilizada para eliminar el H2O2 (Prescott et al., 2004). 

 

La resistencia de las bacterias a múltiples sustancias hoy día es un problema de 

salud pública que se viene observando a nivel mundial, después de la aparición  de 

los antibióticos. El uso indiscriminado de los antibióticos y la presión selectiva 

ambiental realizada por antisépticos y desinfectantes ha generado una respuesta de 

supervivencia en los microorganismos, que los capacita para evadir con eficacia la 

acción bactericida de alguno de estos agentes químicos (Cabrera et al., 2007). 

 

El H2O2 (agua oxigenada), se utiliza frecuentemente en la desinfección, 

esterilización, antisepsia, irrigación de heridas y en su taponamiento húmedo. 

Generalmente se utiliza como antiséptico en combinación con el bicarbonato. Tiene 

una acción oxidante a nivel de membrana a través de la formación de radicales libres. 

Es considerado eficaz contra hongos, virus, esporas y bacterias Gram positivas. 

Presenta la ventaja de que el oxígeno liberado del catabolismo es tóxico para las 
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bacterias y ayuda a eliminar detritus celulares y tejidos desvitalizados que favorecen 

la infección. Sin embargo algunas bacterias son resistentes por la posesión de 

catalasas y  peroxidasas (Muñoz et al., 2010). 

 

Actualmente, se ha cambiado la idea de que las bacterias se encuentran en el 

medio ambiente en una forma unicelular o planctónica, como las estudiadas en el 

laboratorio, sino que la gran mayoría se encuentran principalmente formando 

biopelículas, la capacidad de S. maltophilia a adherirse ávidamente a las superficies 

de plástico y formar biopelículas, son factores que favorecen la contaminación de 

implementos médicos por parte de estas bacterias afectando tanto al medio ambiente 

como al área de la salud, ya que los tratamientos antimicrobianos empleados 

habitualmente para su eliminación no resultan eficaces debido al lugar que ocupan los 

microorganismos dentro de las biopelículas; por estas razones, el presente trabajo 

tuvo como finalidad detectar la capacidad de formar biopelículas de cepas de S. 

maltophilia sobre superficies de diferentes materiales de vidrio y plástico, y la 

expresión del potencial de supervivencia que éstas presentan. 
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METODOLOGÍA 

 

Muestras 

Para este estudio, se procesaron 18 cepas de S. maltophilia, aisladas de 

pacientes hospitalizados de la unidad de cuidados críticos del Hospital Universitario 

“Antonio Patricio de Alcalá”, las cuales se encontraban preservadas a temperatura 

ambiente en medios de agar conservación. Éstas fueron suministradas por el 

Laboratorio de Investigación Bacteriológica del Departamento de Bioanálisis de la 

Universidad de Oriente, Núcleo de Sucre. 

 

Viabilidad de la muestra 

Las cepas fueron reactivadas en caldo tripticasa de soya (CTS) y 

posteriormente, se sembraron en agar tripticasa de soya (ATS), agar sangre (AS) y 

agar Mac Conkey (MCK), para verificar su pureza y viabilidad. 

 

Determinación de biopelículas sobre superficies de diferentes materiales 

 

Preparación de inóculos (Passerini et al., 2007). 

A partir de las colonias viables en ATS, se inocularon en CTS y se dejaron 

crecer por 24 h a 35°C. Posteriormente, se realizaron diluciones en tubos con 1ml de 

CTS para estandarizar los inóculos hasta contener entre 5x107 y 1x108 células/ml, 

leídos a una densidad óptica (DO) con longitud de onda de 546 nm. Se realizaron 

diluciones de 1:100 en CTS para los ensayos posteriores. 

 

Método en láminas de vidrio (Passerini et al., 2007). 

Para este ensayo se utilizaron laminillas de vidrio de borosilicato (BS) estériles, 

las cuales se colocaron asépticamente en placas de Petri, junto con 15 ml de la 
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dilución 1:100 de los inóculos estandarizados que se encontraban en CTS, estas se 

incubaron durante 24 h a 35°C. Posteriormente, las laminillas se retiraron, se 

enjuagaron con agua destilada y fueron teñidas con cristal violeta al 1% por 10 min. 

A continuación, se enjuagaron las laminillas, se colocaron sobre un portaobjetos y se 

observaron al microscopio con objetivo de 40X. 

 

Método en tubos de ensayo (O'Toole et al., 1999). 

La formación de biopelículas en tubos de ensayo se realizó de la siguiente 

manera: se tomaron 2 ml de la dilución 1:100 de los inóculos estandarizados, se 

incubaron en tubos de vidrio de borosilicato (BS) y plástico de polipropileno (PP)  

entre 24 a 35°C. Los tubos fueron lavados con agua destilada y teñidos con 2 ml de 

cristal violeta al 1% durante 30 min. Las biopelículas que se visualizaron se 

clasificaron como fuerte, moderada, débil o negativa, y pudieron ser cuantificadas 

mediante la adición de 2 ml de etanol al 95% y midiendo la DO del cristal violeta 

disuelto. 

 

Método en microplacas de titulación (Passerini et al., 2007). 

Para este procedimiento se tomaron 200 µl de la dilución 1:100 de los inóculos 

estandarizados, se colocaron en los pocillos de una microplaca de titulación de 

poliestireno (PS) que se incubó durante 24 h a 35°C. Se estimó el total de biomasa 

celular, midiendo DO utilizando un lector de microplacas Elx 800. Posteriormente, 

las suspensiones bacterianas se decantaron y los pocillos se lavaron con agua 

destilada a fin de eliminar células no adherentes. Luego, se añadieron 200 µl del 

cristal violeta al 1% a los pocillos durante 30 min. La biopelícula teñida se aclaró con 

agua destilada y se extrajo con 200 µl de etanol al 95%. La cantidad de biopelículas 

se cuantificó midiendo la DO de la suspensión bacteriana coloreada con cristal 

violeta. Cada cepa fue analizada por triplicado. Se utilizaron controles de medios sin 

inocular a los cuales se les determinó la densidad óptica (DOc). El corte se definió 
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como tres desviaciones estándar por encima de la media DOc. Cada cepa se clasificó 

de la siguiente manera:  

Productor débil de biopelícula            DO ≤ 2xDOc 

Productor de biopelícula moderado   2xDOc < DO ≤ 4xDOc 

Productor fuerte de biopelícula           DO > 4xDOc 

 

Método en catéteres (Joyanes et al., 2000). 

Para este estudio se utilizaron catéteres de policloruro de vinilo (PCV) y 

silicona de las siguientes marcas: Feeding tube PCV (Viomed), Levin duodenal tube 

PCV (Knoxville Medical), Foley Silicona (Biometrix B.V.) y Sonda Foley Silicona 

(Sana-T). Dos catéteres de cada material se seccionaron en condiciones estériles en 

segmentos de 2 cm de longitud y se incubaron en 4 ml de la dilución 1:100 de cada 

inóculo estandarizado, durante 24 h a 35°C. Luego, los segmentos del catéter fueron 

removidos, lavados con solución salina fisiológica (SSF) y coloreados con cristal 

violeta al 1% por 3 minutos. Posteriormente se enjuagaron con SSF para eliminar el 

exceso de colorante. Las superficies colonizadas pudieron ser visualizadas mediante 

la coloración con cristal violeta y fueron clasificadas cualitativamente como 

productor de biopelículas fuerte, moderado o débil. 

 

Determinación de la presencia de exopolisacáridos para la formación de 

biopelículas a través del método del rojo Congo (Bravo et al., 2005). 

Para ésta técnica, se sembraron 100 µl de la dilución 1:100 (106 células/ml) de 

cada inóculo estandarizado, por rastrilleo con una espátula de vidrio, en placas de AN 

con 0,025% del indicador rojo Congo, el cuál induce una morfología colonial 

característica de las cepas según produzcan o no exopolisacáridos, las placas fueron 

incubadas por 18 h a 35°C. 
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Determinación de la expresión del potencial de supervivencia 

 

Método de sensibilidad al estrés oxidativo (Hassett et al., 1999).  

Se sembraron 100 µl de la dilución 1:100 de cada inóculo estandarizado en 

placas con ATS. Se impregnaron discos de papel de filtro Whatman (7 mm de 

diámetro) con 3 µl de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 12% y se colocaron sobre la 

placa inoculada, incubándose por 24 h a 35°C. La sensibilidad al H2O2 al 12% se 

determinó como zonas de inhibición del crecimiento en torno a cada disco. La 

interpretación de los resultados se realizó con una zona de ensayo de inhibición, 

señalados por el autor del método con diámetros desde 14 a 21 mm, sobre la base de 

análisis estadístico, 3 grupos fueron significativamente definidos, clasificándose en 

resistentes (14-16 mm), resistencia intermedia (>16-18 mm) y sensibles (>18 mm). 

 

Análisis estadístico  

Se realizó un análisis descriptivo y los resultados obtenidos fueron expresados 

en tablas y/o gráficas de frecuencia, en la comparación de métodos cuantitativos se 

aplicó el análisis estadístico de Kruskal Wallis (Milton, 2007), para determinar si 

existen o no diferencias entre los métodos empleados para la evaluar la formación de 

biopelículas. Se consideraron estadísticamente significativos los valores de P< 0,05. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

El análisis microscópico de las biopelículas formadas por S. maltophilia sobre 

laminillas de vidrio de BS, mostró la presencia de una matriz de exopolisacáridos y 

microcolonias dispuestas en forma de malla, estructura típica de la arquitectura de las 

biopelículas. En este análisis se obtuvo que de 18 cepas de S. maltophilia, 14 (77,8%) 

formaron biopelículas fuertes y 4 (22,2%) biopelículas moderadas (Figura 1). 

 
 

Figura 1. Formación de biopelículas por aislados de Stenotrophomonas maltophilia 
en laminillas de vidrio. 

 

Los aislamientos con formación de biopelículas fuertes al BS mostraron al 

microscopio agregados de células bacterianas de gran tamaño formando 

microcolonias (Figura 2A), mientras que los aislamientos con formación de 

biopelículas moderadas mostraron agregados de menor tamaño (Figura 2B). S. 

maltophilia muestra la capacidad de vencer las fuerzas electrostáticas de la superficie 

pudiendo adherirse fácilmente a la superficie de vidrio. Estos resultados son 

comparables con un estudio realizado por Oliveira et al. (2002), en Sao Paulo, Brasil, 

en el que se demuestra la influencia de las propiedades fisicoquímicas en la 

adherencia de microorganismos a una superficie de vidrio, donde señalan que la 
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formación de la biopelícula es un proceso continuo que sigue varias fases de 

acondicionamiento, adhesión, síntesis del exopolisacárido, maduración y dispersión, 

mediante las cuales se estructuran acumulaciones celulares rodeadas de una matriz de 

polímeros. 

 

BA 

Figura 2. Biopelículas formadas por aislados de Stenotrophomonas maltophilia sobre 
laminillas de vidrio. A) Agregación fuerte. B) Agregación moderada.  

 

Al evaluar la formación de biopelículas por cepas de S. maltophilia en tubos de 

vidrio de BS y plástico de PP se obtuvo que 9 (50,0%) fueron productores fuertes de 

biopelículas, 7 (39,0%) productores moderados y 2 (11,0%) productores débiles en 

tubos de BS (Figura 3 y Apéndice 1A). En tubos de PP se observó que de las 18 

cepas, 15 (83,0%) fueron productores fuertes de biopelículas y 3 (17,0%) fueron 

productores moderados (Figura 4 y Apéndice 1B). 
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Figura 3. Formación de biopelículas por Stenotrophomonas maltophilia sobre tubos 
de borosilicato. 

 

 

Figura 4. Formación de biopelículas por Stenotrophomonas maltophilia sobre tubos 
de polipropileno. 

 

La formación de biopelículas fue evaluada en microplacas de PS, todas las 

cepas de S. maltophilia fueron productores fuertes de biopelículas (Apéndice 2). Se 

determino la biomasa celular para evaluar si existe relación de ésta con la formación 

de biopelículas en microplacas de PS, por lo que se determinó previo al tratamiento 

con cristal violeta las densidades ópticas de los cultivos puros. Cabe destacar que 5 

cepas (Sm 3, Sm5, Sm10, Sm11, Sm12), presentaron los índices más altos de 

biomasa o DO en sus lecturas iniciales, al realizar la medición de sus densidades 

ópticas de las biopelículas formadas y coloreadas con cristal violeta, se encontró que 

sus niveles de DO eran menores que las lecturas iniciales, sin embargo cepas que 

mostraron niveles más bajos de DO inicialmente (Sm8, Sm14, Sm15, Sm16, Sm18) 

presentaron valores más altos después de la tinción con cristal violeta (Figura 5). 

 

Los resultados obtenidos en esta etapa del estudio podrían sugerir que la 

capacidad de formar biopelículas no fue directamente proporcional a la biomasa 

celular. Las elevadas lecturas pudieron deberse a que estas cepas presentaron mayor 
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turbidez y mucosidad, asociado a la presencia de gran cantidad de exopolisacáridos, 

lo cual probablemente pudo influir y elevar el valor en sus biomasas. 

 
 

Figura 5. Relación entre la biomasa celular y la formación de biopelículas en cepas 
de Stenotrophomonas maltophilia. 

 

El análisis de los resultados en las pruebas de determinación de biopelículas en 

superficies de plástico permite sugerir, que S. maltophilia tiene mayor habilidad de 

adherirse sobre superficies como el PS, PP. Esto es debido a que posee fimbrias que 

le permiten aferrarse a múltiples superficies como plástico y vidrio. 

 

Oliveira et al. (2003) han realizado estudios donde se ha caracterizado flagelos 

y fimbrias tipo 1 producidas por S. maltophilia, donde señalan que estos factores 

determinantes de la superficie pueden participar en la formación de biopelículas 

debido a que favorecen la adherencia de este microorganismo a múltiples superficies. 

Este microorganismo en condiciones fisiológicas posee carga superficial positiva que 
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es producida por las proteínas situadas en la membrana externa y que son fuertemente 

atraídas por las cargas superficiales negativas del vidrio y plástico. 

 

La formación de biopelículas fue demostrada por O’Toole y Kolter (1998) en  

P. aeruginosa, quienes reportaron que las estructuras como fimbrias y flagelos eran 

importantes para los primeros estadíos de formación de biopelículas, ya que la 

motilidad, otorgada por los flagelos, ayudaría a la bacteria a alcanzar la superficie en 

las etapas iniciales de adhesión (Nazar, 2007). 

 

Passerini et al. (2007), en un estudio realizado en 13 cepas de S. maltophilia 

provenientes de pacientes hospitalizados en la clínica José de San Martin, en la 

ciudad de Buenos Aires, Argentina, observaron que todas las cepas de S. maltophilia 

fueron productores fuertes de biopelículas en microplacas de PS, mientras que las 

diferencias en la capacidad de formación de biopelículas se observaron en BS y PP, 

señalando que S. maltophilia tiene la habilidad de adherirse al vidrio y a varios tipos 

de plásticos, los cuales se utilizan en la fabricación de dispositivos médicos. 
B   

La formación de biopelículas también fue evaluada mediante la técnica en 

catéteres, para ésta se utilizaron catéteres de silicona y policloruro de vinilo (PCV), 

comúnmente empleados en los centros asistenciales de salud y en especial en el 

HUAPA, lugar de donde fueron aisladas las cepas en estudio. Se observó la adhesión 

de biopelículas sobre la superficie de los catéteres mediante la coloración con cristal 

violeta. En los catéteres de PCV, todas las cepas de S. maltophilia formaron 

biopelículas fuerte (100%), mientras que en los catéteres de silicona se obtuvo que de 

las 18 cepas, 4 (22,2%) formaron biopelículas fuertes, 7 (38,9%) formaron 

biopelículas moderadas y 7 (38,9%) formaron biopelículas débiles, observándose 

diferencias entre los dos materiales (Figura 6). 
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Estos resultados difieren de los reportados por Joyanes et al. (2000), en un 

estudio sobre la formación de biopelículas en cepas de Enterococcus faecalis y 

Enterococcus faecium sobre catéteres de silicona y PCV, donde señalan que no 

existen diferencias significativas entre los dos materiales.  

 

Silicona PCV 

Figura 6. Biopelículas formadas por Stenotrophomonas maltophilia  en catéteres de 
silicona y policloruro de vinilo. 

 

Los resultados cuantitativos de las técnicas empleadas para la formación de 

biopelículas fueron comparados a través de el análisis estadístico de Kruskal Wallis 

para la comparación de métodos (Milton, 2007), encontrándose diferencias altamente 

significativas entre las lecturas (P<0,05) utilizando como prueba de referencia la 

técnica de microplaca comparada con las técnicas de tubos de vidrio y plástico (Tabla 

1; Figura 7). Estos resultados mostraron que la técnica de microplaca resultó ser 

superior a la técnica de tubos en términos de sensibilidad ya que mediante ésta se 

obtuvieron promedios de DO mayores indicando ser más efectiva. 

 

Tabla 1. Análisis de Kruskal Wallis para las lecturas cuantitativas de las diferentes 
técnicas aplicadas para la formación de biopelículas en Stenotrophomonas 
maltophilia. 

Técnica Tamaño muestral Rango promedio DO 
Tubos de vidrio 18 15,2778 
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Tubos de plástico 18 28,1389 

Microplaca 18 39,9211 

KW= 21,8761 Valor P obtenido= 0,000017769, P<0,05 
KW: estadístico de Kruskal Wallis;  P: Probabilidad; DO: Densidad óptica. 
 

La técnica de microplacas resultó ser altamente sensible, la cual puede ser 

aplicada como una herramienta cuantitativa confiable para determinar la formación 

de biopelículas. 

 
Microplaca Tubos de plásticoTubos de vidrio
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Figura 7. Variación de los métodos utilizados para la lectura de biopelículas en 
Stenotrophomonas maltophilia. 

 

Aun cuando la técnica de microplacas es considerada de elección en este tipo de 

estudios, mediante la técnica en tubos de ensayo las cepas formaron biopelículas sobre 

superficies hidrófilas (BS) e hidrófobas (PP). Esto es debido a que la unión de las 

bacterias a una superficie ocurre más fácilmente en aquellas que son hidrofóbicas como 

plásticos y teflón, que en superficies hidrofílicas como vidrios y metales, sin embargo S. 

maltophilia presentó gran habilidad para formar biopelículas en distintas superficies. 

 

En un estudio realizado por Mathur et al. (2006), sobre la formación de 

biopelículas a través de las técnica de tubos y microplaca en 152 cepas de 
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Staphylococcus sp., señalaron que mediante esta técnica, pudieron detectar la 

formación de biopelículas en 82 cepas (53,9%) mientras que con la técnica de tubo 

resultó escasa la detección de las cepas formadoras de biopelículas.  

 

Al determinar la presencia de exopolisacáridos a través del método del rojo 

Congo, se observó que de las 18 cepas en estudio, 14 cepas (77,8%) resultaron ser 

productoras de exopolisacáridos, mostrando colonias de color blanco (Figura 8A) y 

las 4 cepas restantes (22,2%) fueron no productoras de exopolisacáridos, presentando 

colonias de color rojo (Figura 8B). Estos resultados demostraron que aunque no todas 

las cepas fueron productoras de exopolisacáridos si formaron biopelículas, esto puede 

ser debido a que independientemente de la expresión del exopolisacárido, otros 

componentes en la matriz como polisacáridos ricos en glucosa, mannosa, galactosa y 

trazas de xilosa podrían ser necesarios para la formación de biopelículas (Friedman y 

Kolter, 2004). 

 

 
A B

Figura 8. Producción de exopolisacáridos por el método de rojo Congo en cepas de 
Stenotrophomonas maltophilia. A) Colonias blancas productoras de exopolisacáridos 

cepa Sm18, B) Colonias rojas no productoras de exopolisacáridos cepa Sm13. 
 

En un estudio realizado por Passerini et al. (2007), en Argentina, sobre la 

formación de biopelículas en cepas de S. maltophilia asociadas a dispositivos 

médicos en infecciones intrahospitalarias, se detectó la producción de 
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exopolisacáridos en 13 cepas de S. maltophilia. Encontrándose que de éstas, sólo 8 

(62,0%) fueron productoras de exopolisacáridos, mientras que 5 (38,0%) fueron no 

productoras de exopolisacáridos.  

 

Resultados similares a los obtenidos en este estudio fueron reportados por 

Bravo et al. (2005), en un estudio realizado en Cuba donde se evaluó la producción 

de exopolisacáridos en 40 cepas de Plesiomonas shigelloides, donde señalan que 30 

cepas (75,0%) fueron productoras de exopolisacáridos y 10 (25,0%) fueron no 

productoras de exopolisacáridos. Así mismo Callicó et al. (2004), en un estudio sobre 

la caracterización fenotípica y factores de virulencia en la ciudad de la Habana Cuba, 

en 18 cepas de Pseudomonas aeruginosa, reportaron que 72,0% de las cepas 

produjeron colonias de color blanco por lo que se puede considerar que estas cepas 

fueron productoras de exopolisacárido. Estos dos estudios señalan que la poca 

absorción del colorante rojo Congo puede deberse a la pérdida o modificación de un 

ligando o a la secreción de un factor que impide la unión del rojo Congo.  

 

El crecimiento de las colonias blancas en agar rojo Congo sugiere un 

incremento en la producción de exopolisacáridos debido a que las cepas no son 

capaces de absorber el colorante rojo Congo, debido a que este es de naturaleza 

aniónica y el exopolisacárido está cargado negativamente, generando una repulsión 

de las cargas e impidiendo que ocurra la absorción del colorante en las colonias 

productoras de exopolisacáridos (Harrison et al., 2003 y Callicó et al., 2004). La 

producción de ésta matriz se considera un importante factor de virulencia en S. 

maltophilia debido a que proporciona una barrera física y química dado que 

neutraliza los radicales libres liberados por los macrófagos y también proporciona 

protección contra la fagocitosis, además interactúa con el medio externo y a 

diferencia de las proteínas, los exopolisacáridos son moléculas muy sencillas, que no 

tienen capacidad de inducir respuesta de anticuerpos ya que las células de los 
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mamíferos están recubiertas de polisacáridos antigénicamente similares (Chung et al., 

2003). 

 

A todas las cepas de S. maltophilia productoras de biopelículas se le evaluó su 

capacidad de sobrevivir al estrés oxidativo del H2O2 al 12% (Apéndice 3).  Donde se 

observó que 16 cepas fueron sensibles y no sobrevivieron a la acción del H2O2 sin 

embargo la cepa 18 presentó un diámetro de 16 mm (Figura 9A), resultando ser 

resistente y capaz de sobrevivir al estrés oxidativo mientras que la cepa 11 mostró 

resistencia intermedia con un diámetro de 18 mm (Figura 9B). Estos resultados son 

comparables con los reportados por Passerini et al. (2007), quienes obtuvieron 

resultados similares en un estudio realizado en 13 cepas de S. maltophilia 

provenientes del Hospital José de San Martín en la ciudad de Buenos Aires, 

Argentina, donde sólo 1 cepa, fue resistente al H2O2, mientras que las 12 cepas 

restantes fueron sensibles al estrés oxidativo causado por el H2O2. 

 
A B

Figura 9. Capacidad de supervivencia de Stenotrophomonas maltophilia ante la 
exposición con peróxido de hidrógeno (H2O2). A) cepa 18 resistente. B) cepa 11 resistencia 

intermedia. 
 

Las bacterias del género Stenotrophomonas presentan la enzima catalasa que 

degrada el H2O2 en agua y oxigeno. Los resultados de este estudio demuestran la 
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acción bactericida de este compuesto químico sobre la bacteria, ya que el oxigeno 

liberado del catabolismo es tóxico para las mismas y tiene una acción oxidante a nivel 

de membrana a través de la formación de radicales libres. 

 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son utilizadas por el sistema 

inmunitario como un medio para atacar y erradicar a los patógenos. El estrés 

oxidativo ocurre como consecuencia de un aumento en la síntesis o una disminución 

en la degradación de ERO, produciéndose un incremento en la concentración 

intracelular de estos oxidantes. Durante el metabolismo aerobio se generan pequeñas 

cantidades de ERO, incluyendo radicales hidroxilo (OH-), aniones superóxido (O2
-), y 

H2O2, como respuesta a estímulos externos e internos. 

 

En una infección aguda, el sistema inmunitario utiliza los efectos de las ERO 

como mecanismo para erradicar a los agentes patógenos; con la producción de los 

fagocitos activados de ERO, pero en infecciones prolongadas, los fagocitos tienden a 

morir liberando radicales oxigenados tóxicos que afectan a las células vecinas 

(Peretó, 2007). Estas mínimas concentraciones de ERO pueden ser indispensables en 

muchos procesos, como el sistema de señales intracelulares, que está relacionado con 

otros procesos como la proliferación celular y la apoptosis, la inmunidad, y la defensa 

contra microorganismos. Sin embargo, altas dosis o una eliminación inadecuada de 

ERO dan lugar al estrés oxidativo, que puede causar graves disfunciones metabólicas 

y daños a macromoléculas biológicas. Una de las consecuencias del estrés oxidativo 

es la peroxidación lipídica, cuya prevención es esencial en todos los organismos 

aerobios, ya que los productos derivados de este proceso pueden interactuar con el 

ADN y son potencialmente mutágenos, afectando los diferentes procesos esenciales 

del microorganismo (Cárdenas y Davies, 2000). 
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CONCLUSIONES 

 

Stenotrophomonas maltophilia demostró ser un microorganismo que tiene la 

capacidad de formar biopelículas sobre diferentes superficies hidrófilas e hidrófobas. 

 

La técnica de microplaca presentó alta sensibilidad para detectar las 

biopelículas, en comparación con la técnica de tubo, aunque ésta permitió ver de igual 

forma la formación de biopelículas. 

 

La técnica en catéteres de distintos materiales permitió observar que S. 

maltophilia tuvo mayor adherencia sobre catéteres de PCV que en los catéteres de 

silicona. 

 

La producción de exopolisacáridos no está directamente relacionada con la 

formación de biopelículas. Ya que no todas las cepas en estudio fueron productoras 

de exopolisacáridos, sin embargo todas formaron biopelículas. 

 

S. maltophilia fue sensible al estrés oxidativo con H2O2 al 12%, no 

sobreviviendo en su mayoría al efecto biocida del peróxido de hidrógeno. 
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RECOMENDACIONES 

 

Realizar estudios de investigación sobre los mecanismos que influye en la 

formación de biopelículas a fin de emplear estrategias que permitan la disminución y 

posible erradicación de las mismas, sin que resulten perjudiciales para la salud. 

 

Desarrollar conferencias y charlas acerca de este tema para todo el personal de 

salud y público en general, sobre los problemas que pueden generar estas 

biopelículas. 

 

Invertir en proyectos de investigación que permitan ampliar este tipo de 

estudios para que puedan ser implementados como métodos de referencia por el 

personal de laboratorio para la identificación de este microorganismo. 

 

Emplear el uso de materiales que disminuyan la adherencia de las bacterias 

formadoras de biopelículas sobre su superficie, aunque se requiera de un estudio más 

extenso sobre el tema.  
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Apéndice 1. Biopelículas  formadas  por  Stenotrophomonas maltophilia  en tubos A) 

Borosilicato. B).Polipropileno. 
 
 

 
 

 
Apéndice 2. Biopelículas formadas por Stenotrophomonas maltophilia visualizadas 

en microplacas de poliestireno. 
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Sm Método de 
laminillas 
de vidrio 

Método de 
tubos de 

borosilicato 

Método de 
tubos de 

polipropileno 

Microplaca  
de 

poliestireno 

Método 
en 

catéter 
de PVC 

Método en 
catéter de 
silicona 

Método 
del rojo 
congo 

Método de 
sensibilidad 

al estrés 
oxidativo 

1 Moderado Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Moderado + Sensible 

2 Fuerte Débil Moderado Fuerte Fuerte Moderado + Sensible 

3 Fuerte Débil Moderado Fuerte Fuerte Débil + Sensible 

4 Fuerte Moderado Moderado Fuerte Fuerte Débil + Sensible 

5 Fuerte Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte + Sensible 

6 Fuerte Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Débil - Sensible 

7 Moderado Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Débil + Sensible 

8 Fuerte Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Débil + Sensible 

9 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Débil + Sensible 

10 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Débil - Sensible 

11 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Moderado - Intermedio 

12 Moderado Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Moderado + Sensible 

13 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte - Sensible 

14 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Moderado + Sensible 

15 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte + Sensible 
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16 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Moderado + Sensible 

17 Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Moderado + Sensible 

18 Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte + Resistente 

Apéndice 3. Cuadro comparativo de todos los métodos empleados 
 

34 
 



 

 
OBJETIVOS 

 

General 

Evaluar la capacidad de formar biopelículas en cepas de Stenotrophomonas 

maltophilia, aisladas de pacientes hospitalizados en unidades de cuidados críticos del 

Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá” (HUAPA) y asociadas a 

infecciones intrahospitalarias, sobre diferentes superficies de vidrio y plástico, y la 

expresión del potencial de supervivencia. 

 

Específicos 

Demostrar la formación de biopelículas en cepas de Stenotrophomonas maltophilia 

sobre superficies de vidrio (laminillas y tubos de borosilicato) y plásticos (tubos de 

polipropileno, microplacas de poliestireno y catéteres de silicona y policloruro de 

vinilo).  

 
Comparar los métodos cuantitativos empleados para la formación de biopelículas en 

cepas de Stenotrophomonas maltophilia 

 

Detectar la presencia de exopolisacáridos en cepas de Stenotrophomonas maltophilia. 

 

Evidenciar la expresión del potencial de supervivencia en cepas de Stenotrophomonas 

maltophilia al estrés oxidativo. 
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Líneas y sublíneas de investigación: 

Área Subárea 
Ciencias Bioanálisis 

 
Resumen (abstract): 
Se evaluó la formación de biopelículas en cepas de Stenotrophomonas maltophilia 
asociadas a infecciones intrahospitalarias, sobre diferentes superficies y su capacidad 
de supervivencia al estrés oxidativo. 18 cepas de S. maltophilia fueron ensayadas, se 
les determinó la capacidad de formar biopelículas sobre laminillas de vidrio de 
borosilicato, tubos de borosilicato (BS) y polipropileno (PP), microplacas de 
poliestireno (PS), catéteres de policloruro de vinilo (PCV) y silicona, y se evidenció 
la producción de exopolisacáridos a través del método de rojo Congo,  el potencial de 
supervivencia  se determinó mediante el método de sensibilidad al estrés oxidativo 
con peróxido de hidrogeno (H2O2) al 12%. Todas las cepas fueron formadoras de 
biopelículas sobre los materiales empleados. En laminillas de vidrio se observó que 
14 (77,8%) formaron biopelículas fuertes y 4 (22,2%) biopelículas moderadas. En 
tubos de BS 9 (50,0%) fueron productores fuertes, 7 (38,9%) productores moderados 
y 2 (11,1%)  productores débiles de biopelículas. Mientras que en tubos de PP se 
observó que 15 (83,3%) producían biopelículas fuertes y 3 (16,7%)  biopelículas 
moderadas. En microplacas de PS y  catéteres de PCV, todas las cepas (100,0%) 
formaron biopelículas fuertes  mientras que en catéteres de silicona, 4(22,2%) fueron 
productores fuertes, 7(38,9%) productores moderados  y 7 (38,9%)  fueron 
productores débiles de biopelículas. Al comparar los métodos cuantitativos, se 
encontraron  diferencias altamente significativas (P<0,05) entre  las técnicas  de 
microplaca de PS, tubos de BS y tubos de PP, donde la técnica de microplaca de PS 
resulto ser más efectiva y recomendable para ser aplicada como una herramienta 
cuantitativa confiable para la formación de biopelículas. De las 18 cepas en estudio, 
14 cepas (77,8%) resultaron ser productoras de exopolisacáridos, mostrando colonias 
de color blanco  y  4(22,2%) fueron no productoras presentando colonias de color 
rojo. En cuanto a la capacidad de la bacteria de sobrevivir al H2O2 al 12%, 16 cepas 
(84,6%) resultaron sensibles, 1 (7,7%) intermedia y 1 (7,7%) resistente a la acción del 
peróxido. La técnica de microplaca de PS demostró ser de gran precisión 
evidenciando la formación de biopelículas por S. maltophilia. Debido a que este 
microorganismo posee carga superficial positiva a pH fisiológico, favorece su 
adherencia a materiales con carga negativa como PCV y silicona, comúnmente 
utilizados en la fabricación de implementos médicos, facilitando procesos de 
infección/colonización asociados al uso de técnicas invasivas, como cateterismo, 
intubación y traqueotomía.  S. maltophilia fue sensible al estrés oxidativo con H2O2 
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al 12%, no sobreviviendo en su mayoría al efecto biocida del peróxido de hidrógeno. 
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