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RESUMEN

Las infecciones provocadas por la formacion de biopeliculas bacterianas en
dispositivos invasivos como catéteres y prétesis son un problema de salud publica.
La bacteria coagulasa negativa Staphylococcus haemolyticus, es un patégeno
recurrente en estas infecciones, asi como la levadura Candida albicans. Es habitual
la presencia de ambos microorganismos en infecciones causadas por catéteres en
estos dispositivos. Estos microorganismos crecen formando biopeliculas, lo que
dificulta el tratamiento de sus infecciones y dificulta la recuperacién del paciente. La
dalbavancina es un antibiético semisintético de clase lipo-glicopéptido que se utiliza
como agente antiinfeccioso para eliminar biopeliculas de microorganismos en gran
parte grampositivos. La anidulafungina es un medicamento antifingico de la clase de
la equinocandina con una gran eficacia contra las cepas de levadura resistentes, y es
un agente de eliminacion de biopeliculas.

OBJETIVO: Evaluar el aumento de la resistencia a anidulafungina y dalbavancina de
Staphylococcus haemolyticus y Candida albicans cuando crecen en biopeliculas
polimicrobianas comparado a su crecimiento en cultivos liquidos.

METODOS: Ensayos in vitro utilizando el crecimiento de biopeliculas polimicrobianas

en un reactor de biopeliculas (CBR) de los CDC.



RESULTADOS: La concentracion inhibitoria minima de anidulafungina contra
Candida albicans aumenté cuando ésta crecido en biopeliculas mientras que la
actividad de dalbavancina contra biopeliculas de Staphylococcus haemolyticus no
presenté cambios respecto a su accidén sobre formas plancténicas.

CONCLUSIONES: Se observo un aumento en la tolerancia de C. albicans al AFG en
biopeliculas polimicrobianas, mientras que la resistencia de S. haemolyticus al DAL

no mostré cambios significativos en el mismo ambiente.

Palabras clave: Biopeliculas; Candida albicans; Staphylococcus haemolyticus;
combinaciones de medicamentos; agentes antiinfecciosos; reactor de biopelicula de
los CDC

ABSTRACT

Infections caused by the formation of bacterial biofilms on invasive devices such as
catheters and prostheses are a public health problem. The coagulase-negative
bacteria Staphylococcus haemolyticus is a recurrent pathogen in these infections, as
well as the yeast Candida albicans. The presence of both microorganisms and
infections caused by catheters in these devices is common. These microorganisms
grow by forming biofilms, which makes it difficult to treat their infections and hinders
the patient's recovery. Dalbavancin is a semisynthetic lipo-glycopeptide class
antibiotic used as an anti-infective agent to eliminate biofilms of largely gram-positive
microorganisms. Anidulafungin is an echinocandin class antifungal drug with high
efficacy against resistant yeast strains, and is a biofilm removal agent.

OBJECTIVE: To evaluate the increase in resistance to anidulafungin and dalbavancin
of Staphylococcus haemolyticus and Candida albicans when grown in polymicrobial
biofilms compared to their growth in liquid cultures.

METHODS: In vitro assays using polymicrobial biofilm growth in a CDC biofilm reactor
(CBR).

RESULTS: The minimum inhibitory concentration of anidulafungin against Candida
albicans increased when it grew in biofilms, while the activity of dalbavancin against
Staphylococcus haemolyticus biofilms did not present changes with respect to its

action on planktonic forms.



CONCLUSIONS: An increase in the tolerance of C. albicans to AFG was observed in
polymicrobial biofilms, while the resistance of S. haemolyticus to DAL did not show

significant changes in the same environment.

Key words: Biofiims; Candida albicans; Staphylococcus haemolyticus; drug

combinations; anti-infective agents; CDC biofilm reactor.

INTRODUCCION

Dos patdgenos se destacan entre las infecciones mas comunes adquiridas en el
hospital. La primera es Staphylococcus haemolyticus o S. haemolyticus, una bacteria
grampositiva y anaerdbica facultativa que es coagulasa negativa, no matil, no
formadora de esporas, y que crece en todas las clases de medios de cultivo utilizando
glucosa, maltosa y fructosa como fuente de energia (1). S. haemolyticus es la
segunda especie de Staphylococcus coagulasa negativa (CoNS) aislada con mas
frecuencia de los hemocultivos (2). En su posicién, la levadura Candida spp. (en su
mayoria Candida albicans o C. albicans), es la quinta causa mas comun de
infecciones adquiridas en el hospital. La tasa de mortalidad producida por la
candidemia es de aproximadamente el 40 %. C. albicans se encuentra comiunmente
en el tracto digestivo y la epidermis de los seres humanos. Esta levadura comensal
se comporta como un microorganismo oportunista, ya que adquiere facilmente un
perfil patbgeno como resultado de los cambios en el medio ambiente o en el sistema
inmunoldgico del paciente. De hecho, C. albicans es el patdgeno mas frecuente que
coloniza e infecta los lugares quirdrgicos donde los catéteres se manejan

constantemente (3, 4).

Hay dos medicamentos para el tratamiento de estas infecciones. Uno es la
dalbavancina o DAL, un nuevo y potente bactericida semisintético que pertenece a la
familia de los lipo glicopéptidos que ha revolucionado el mundo de los tratamientos
antimicrobianos debido a su capacidad para destruir biopeliculas bacterianas (5,6).
Recientemente aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA),
DAL tiene una gama de efectos anti infecciosos especificos para bacterias gram
positivas. La otra es anidulafungina o AFG, una equinocandina semisintética obtenida

de un producto de fermentacion de Aspergillus nidulans. Este fungicida se considera



el tratamiento de primera linea para la candidiasis invasiva, ya sea en una forma sésil
0 en una biopelicula. (7, 8). AFG tenia una de las tasas de susceptibilidad mas altas
contra Candida (9). AFG ha sido validado por la Agencia Europea de Medicamentos
(20).

Debido a que la tolerancia a estos agentes antiinfecciosos es una cuestion de
preocupacion clinica, el objetivo de este estudio fue en primer lugar describir la
cinética de adhesion y la formacion de biopeliculas polimicrobianas para luego evaluar
la eficacia profilactica de una combinacion de antibiético DAL y fungicida AFG contra
las biopeliculas de S. haemolyticus y C. albicans, respectivamente, en comparacion

con sus formas planctonicas.

METODOS

Aislamiento de microorganismos: La capacidad de formacién de biopeliculas se
evalué mediante el aislamiento de S. haemolyticus (ID: B2004000008089) y C.
albicans (ID: P2015000152) a partir de hemocultivos de pacientes ingresados en la
Clinica de la Universidad de Navarra (Pamplona, ESPANA) durante el periodo 2020 -
2022. La purezay la identidad de cada aislado se verificaron mediante el cultivo en el
medio BBL CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, FRANCIA) y luego utilizando
ensayos colorimétricos VITEK-2™ YST ID para C. albicans, y en el caso de S.
haemolyticus mediante el uso de cultivos de agar de sangre de cordero y ensayos

colorimétricos VITEK-2™ GP ID para cocos grampositivos.

Reactor de biopelicula de los CDC (CBR): La biopelicula se cultivd utilizando un
reactor de biopelicula de los CDC, un instrumento bien reconocido que cultiva
biopeliculas microbianas bajo alto cizallamiento y flujo continuo. Este método
estandarizado por la Sociedad Americana de Pruebas y Materiales permite el estudio
de una gran variedad de biomateriales con diferentes composiciones, asi como
diversas propiedades fisicoquimicas y estructurales, como polimeros plasticos,
metales y ceramicas, entre otros. Para ser introducido en un CBR, el biomaterial tenia
gue colocarse en forma de disco (es decir, cupon) y ajustarse a las dimensiones de

1,27 cm de didmetro y 0,3 cm de altura (11).



El procedimiento planteado en esta metodologia en general fue plasmado a partir de
pruebas estandarizadas para el uso de reactor de biopelicula de los CDC, que se

detallan en el articulo citado previamente.

In6culo: Las cepas se cultivaron al menos dos veces en agar de sangre (24 horas a
35,5 °C) para garantizar su pureza y viabilidad. La densidad celular de la suspension
obtenida de este cultivo fue medida con un nefelémetro y se ajusté a 0,5 en la escala
de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml).

Generacion de biopelicula: EI CBR estaba equipado con 24 discos de reacciéon de
PTFE/silicio™ (o cupones) como base de fijacion para la forma sésil y se cargd con
450 ml de medio de cultivo de infusion de corazén cerebral (BHI) y 1 ml del inéculo
de cada cepa. La concentracion final de microorganismos en el CBR oscil6 entre 8
x10% a 2.7 x10° UFC/mL.

Preparacion de soluciones de stock de antimicrobianos: Sobre la base de los
procedimientos estandar especificados por el Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI) en su manual M07-A9 para la dilucién antimicrobiana, se pesaron
4 mg de DAL o de AFG y se disolvieron en 4 ml de agua destilada estéril; lo que

resulté en una concentracion final de 1.000 ug/ml para cada antimicrobiano.

Manipulacion y analisis de biopelicula: Para separar la biopelicula adherida a la
superficie de un biomaterial, se agité cada tubo con un disco a 2.500 rpm durante 30
segundos, luego se sonic6 a 50 kHz en un bafio de sonicador (P-Selecta, Ultrasons
H, Barcelona, ESPANA) durante 5 minutos, y se agité en el vortex durante 30
segundos adicionales. Posterior a esto, para determinar el nimero de células viables
adheridas por unidad de area del material, el caldo obtenido después de la sonicacién
se diluyé (1:10, 1: 100, 1: 1000y 1: 10.000) en agar Mueller-Hinton (Becton Dickinson,
EE. UU.), y 0,1 ml de cada dilucién se cultivé en agar Bushnell Haas (Becton
Dickinson, EE. UU.). Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Los
resultados obtenidos para el cultivo sonicado, expresado en UFC/mL, se
transformaron en Logio del niumero de células adheridas por unidad de éarea

(UFC/cm2; el area de superficie de cada disco fue de 1,267 cm2) de acuerdo con la



siguiente ecuaciéon: Logio (UFC/cm2) = Logio (UFC medio/volumen plateado) *

(volumen raspado/cupén de superficie) * (dilucion) (12).

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana: Los puntos de corte de la sensibilidad
a los antimicrobianos tanto de C. albicans como de S. haemolyticus se establecieron
por el CLSI en su manual M100-S25 al seguir el método de macrodilucion establecido
en la guia M0O7-A9.

Dado el limite de 24 discos de reaccién para cada ensayo de CBR, se utilizé un
método de tablero de ajedrez de control, también conocido como checkerboard assay.
Este ensayo es usado para determinar el comportamiento de dos farmacos
antimicrobianos (en este caso AFG y DAL) colocados simultaneamente contra un
mismo organismo, en comparacion con sus efectos individuales. Mediante este
método es posible determinar la concentracion inhibitoria minima (MIC en inglés por
Minimum Inhibitory Concentration) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de
una combinacion de antibioticos para un determinado organismo y evidenciar de esta
manera si existen cambios en la accién de un farmaco cuando esté en presencia de

otro.

Su procedimiento se basa en la colocacion del antifungico AFG en tubos o pocillos
colocados en columnas que se han diluido a lo largo del eje horizontal en filas de
tubos o pocillos en los que cada uno contiene la misma cantidad de antibiético DAL
gue se ha diluido a lo largo del eje vertical, resultando asi la coexistencia de 2
antibioticos con 2 concentraciones en cada tubo, con la presencia de un control. Estos

intervalos de diluciones van por debajo y por encima de su MIC establecida (13).

En consecuencia, los efectos microbicidas de cada tratamiento (ya sea antimicrobiano
solo o en combinacién) se expresaron como la concentracion inhibitoria minima para
lograr un efecto del 50% (MICso) en la forma planctonica, asi como la concentracion
minima de eliminacién de la biopelicula del 50% (MBECso).

Para interpretar si la accion del antimicrobiano es mas fuerte en combinacién o solo
se debe realizar finalmente el indice FIC (concentracion inhibitoria fraccionada) para
cada antibiético mediante la siguiente formula: FIC = FIC A + FIC B = A/ICMIA +



B/CMIB. Donde A y B son la MIC del antibiético combinado, mientras que CMIA y
CMIB son la MIC del antibidtico solo. Si el resultado de este indice es < 0,5 se
considera que la combinacion de antibiéticos fue sinérgica, si es 2 4 es antagonica, y
si es entre >0,5y < 4, se considera indiferente (14).

Estadisticas: El analisis estadistico se realizé utilizando el software de estadisticas
JASP (https://jasp-stats.org/) para Windows. Los datos se expresaron como media y
desviacion estandar. Se llevé a cabo una ANOVA unidireccional con comparaciones
multiples de Tukey como prueba post hoc para analizar los resultados de los

experimentos de erradicacion de biopelicula. EI umbral alfa se establecié en 0,05.

RESULTADOS

Los aislados en su forma planctonica se probaron primero por su susceptibilidad a
cada uno de los agentes antimicrobianos aplicados individualmente. La interaccion de
las formas planctonicas de C. albicans y S. haemolyticus con cada uno de los agentes
anti-infecciosos estudiados se correlacionan perfectamente con los puntos de corte
establecidos. Por lo tanto, el planctonico S. haemolyticus por si solo era sensible a la
DAL (concentracién umbral = 0,122 ug/mL) y resistente a la AFG (MICso = 125 pg/mL),
mientras que C. albicans era sensible a la AFG (concentracion umbral = 0,122 ug/ml)
y resistente a la DAL (MICso = 250 pg/ml). En consecuencia, las concentraciones mas
bajas de agentes antiinfecciosos solos 0 en combinacion se establecieron en 0,244

Mg/ml para experimentos posteriores.

La cinética de crecimiento de la biopelicula se determiné en un reactor de biopeliculas
de los CDC durante 24 horas. Cuando se probé la capacidad de la DAL para penetrar
y destruir la biopelicula de S. haemolyticus, fue necesario aumentar 16 veces su
concentracion de las formas planctonicas (MICso= 1,953 pg/mL) a las formas sésiles
o en biopeliculas (MBECso= 31,250 ug/mL) para lograr un efecto antibacteriano del
50%. (Tabla 1). En cuanto a la levadura, se requirié una concentracion 4 veces mayor
de AGF para un efecto fungicida contra las biopeliculas formadas por C. albicans
(MBECso0= 15,625 pg/mL) en comparacion con sus formas plancténicas (MICso= 3,906

Mg/mL) (Tabla 1). Curiosamente, en los experimentos con preparaciones



polimicrobianas, el MBECso (250 pg/mL) fue hasta 32 veces mayor que el MICso
(7,812 ug/mL) (Tabla 1). En las tres condiciones experimentales, el numero de células
viables por disco de reaccion de PTFE (Logio UFC/cm?2) después de los tratamientos
antimicrobianos con concentraciones de MBECso se redujo aproximadamente a la

mitad.

Tabla 1. Efectos microbicidas de dalbavancina (DAL) y anidulafungina (AFG) contra la
formacién de biopeliculas. Tenga en cuenta que las preparaciones monomicrobianas se
trataron con su agente antiinfeccioso especifico, mientras que las preparaciones

polimicrobianas se trataron simultdneamente con ambos compuestos.

Planktonic Biofilm
MIC (ug/mt) Logi0 CFU/CM2
50 80 90 MBECso (ug/mlL) Test Control
S. haemolyticus 1.953 7.812 7.812 31.250 3.44 6.89
C. albicans 3.906 7.812 7.812 15.625 341 6.87
S. haemolyticus + C. albicans 7.812 31.25 62.50 250.0 2.63 4.39

Abreviaciones: MIC: Concentracién Inhibitoria Minima para lograr un 50%, 80%, y 90% efecto microbicida en
su fase plancténica; MBEC50: Concentracién Minima Inhibitoria para Eliminacion de Biopeliculas al 50% de
efecto MFCso; CFU: Unidad Formadora de Colonias.

Las posibles interacciones farmacoldgicas entre los agentes antiinfecciosos se
analizaron utilizando el método de tablero de ajedrez detallado en la metodologia. La
figura 1 representa los resultados del ensayo, demostrando la tolerancia de
biopeliculas monomicrobianas o polimicrobianas a los agentes antiinfecciosos DAL y
AFG. Cuando se cultiva en una fase polimicrobiana, la susceptibilidad de C. albicans
al tratamiento con AFG disminuy6 drasticamente (ver el valor atipico MICgo). El indice
de concentracion inhibitoria fraccional (FIC) resulto ser 2 y, por lo tanto, se define

como "no interferente".
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Figura 1. Representacion grafica de la susceptibilidad a los antimicrobianos de S. haemolyticus y C.
albicans en fases de biopelicula monomicrobiana versus polimicrobiana. Se utiliz6 anidulafungina

(AFG) contra C. albicans y dalbavancina (DAL) para tratar S. haemolyticus.

La figura 2 representa los efectos de los antimicrobianos en los experimentos de
erradicacion de biopeliculas. Las ANOVA revelaron un efecto microbicida significativo
de anidulafungina y dalbavancina en las biopeliculas maduras de C. albicans, p <
0,001; Figura 2A), y S. haemolyticus, p < 0,001; Figura 2B), respectivamente. Las
concentraciones letales (250 ug/ml) de AFG y DAL causaron una eliminacién casi de
las biopeliculas de C. albicans (80%) y S. haemolyticus (91%) respectivamente.
Cuando la biopelicula polimicrobiana se form6 a partir de una mezcla de S.
haemolyticus y C. albicans, la combinacion de antimicrobianos resulté en una menor
reduccion del numero de UFC, p <0,001; Figura 2C). En el caso de la concentracion
mas alta (250 pg/mL), la detencién del crecimiento de la biopelicula polimicrobiana

alcanz6 solo el 46,5%.



A. C. albicans + anidulafungin B. S. haemolyticus + dalbanvancin
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Figura 2. Erradicacion del nimero de células formadoras de biopeliculas viables (expresadas como
UFC) a diferentes concentraciones de antimicrobianos. Las biopeliculas se cultivaron en condiciones
dinamicas en un reactor CDC. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se muestran

como promedio + SD. ANOVA unidireccional seguido por el test de comparaciones multiples de Tukey.
*p < 0.05, ***p < 0.001.

DISCUSION

Los principales hallazgos de este estudio fueron el aumento de la tolerancia a los
agentes antiinfecciosos DAL (antibiético) y AFG (fungicida), segun lo establecido al
comparar las formas plancténicas de dos microorganismos con sus formas sésiles
individuales. Cabe destacar que la formaciéon de una biopelicula polimicrobiana
produjo una mayor tolerancia de C. albicans contra el fungicida (AFG), que de S.
haemolyticus contra el antibidtico (DAL).

El aumento de 16 veces del MBECso de DAL para erradicar las biopeliculas de S.
haemolyticus con respecto a la MICso necesaria para tratar su forma planctonica
(Tabla 1) estuvo de acuerdo con una investigacion anterior (15), en la que se informo
una concentracion mas alta de DAL, que oscilaba entre 0,09 yg/mL y 0,19 pg/mL,
para Staphylococcus spp coagulasa negativo. Las concentraciones de DAL

necesarias para lograr un efecto bactericida contra una biopelicula de Staphylococcus



in vitro probablemente se pueden alcanzar in vivo, lo que sugiere una solucion fuerte
y efectiva contra la formacion de biopeliculas en catéteres y dispositivos invasivos
(15). En el caso de AFG, se requiri6 una concentracion 4 veces mas para una
biopelicula de C. albicans (Tabla 1), que es consistente con el aumento de la
concentraciéon de AFG como el Unico agente antimicrobiano contra las biopeliculas de
C. albicans de 0,016 pg/mL a 0,060 ug/mL (16). También es importante sefalar el
aumento significativo observado en las concentraciones inhibitorias minimas de AFG
al tratar la combinacién plancténica polimicrobiana (Figura 1), que oscilé desde una
MICso de 7,812 ug/mL hasta una MICg de 62,50 pg/mL, lo que dificulta el alcance de

estas concentraciones en el plasma.

Al estudiar las biopeliculas polimicrobianas formadas por C. albicans junto con S.
haemolyticus, se encontré una reduccién del niumero de células formadoras de
biopeliculas viables en el disco de reaccion de los cupones de control de 6,88 Logio
UFC/cm2 (biopeliculas monomicrobianas) a 4,93 Logio UFC/cm2 (biopelicula
polimicrobiana) (Tabla 1). Esta disminucion podria deberse al espacio limitado que
ocupan las dos especies y a su competencia nutricional y, por lo tanto, a las
interacciones de los microorganismos. Lo que es mas interesante, cuando C. albicans
formo6 una biopelicula polimicrobiana, la levadura mostré una mayor tolerancia a la
AFG que en una estructura monomicrobiana, como se informdé en otra parte (17),
mientras que el MIC de DAL requerido para eliminar S. haemolyticus, sigui6 siendo la
misma que en una biopelicula monomicrobiana (Figura 1). El aumento en la
resistencia de C. albicans podria deberse a la conformacion estructural de la propia
biopelicula, dado que se ha observado una mayor resistencia a la anidulafungina en

biofilm comparado con las Candidas plancténicas (18).

La prueba de tablero de ajedrez no revel6 ninguna interferencia entre DAL y AFG,
pues el indice FIC fue como resultado de 2 cuando ambos medicamentos se
combinaron en tratamientos mixtos, por lo tanto se podria intuir que la disminucién de
la actividad antifingica de AFG contra C. albicans en una biopelicula polimicrobiana
no se debid al antagonismo entre farmacos, como lo demuestra la actividad de DAL
contra el crecimiento de S. haemolyticus, que permanecio intacta en una biopelicula

mixta (Figura 1). La tolerancia al AFG podria deberse a la conformacion estructural



de la biopelicula en si, donde el nivel de penetracion del antimicrobiano

probablemente se vio comprometido.

En resumen, era probable que el aumento en la tolerancia a los antimicrobianos de
las biopeliculas polimicrobianas (Figura 2) se debiera a la mala penetracion de AFG,
lo que condujo a una mayor tolerancia a los fungicidas de C. albicans. Este hallazgo
puede considerarse un fallo terapéutico del fungicida en combinaciones
antimicrobianas. Por el contrario, el antibidtico DAL podria considerarse un
antimicrobiano destructivo para una biopelicula formada por S. haemolyicus, y el

tratamiento de eleccion para sus infecciones.

CONCLUSIONES

La investigacion revel6 resultados significativos sobre la resistencia de biopeliculas
polimicrobianas a los agentes antiinfecciosos DAL (antibiético) y AFG (fungicida), en
comparacion con sus formas planctonicas individuales. Se observé un aumento en la
tolerancia de C. albicans al AFG en biopeliculas polimicrobianas, mientras que la
resistencia de S. haemolyticus al DAL no mostré cambios significativos en el mismo
ambiente. Este aumento en la tolerancia por su lado, se atribuye de forma hipotética
a la estructura de la biopelicula, donde la penetracién del AFG se vio comprometida,
resultado evidenciado por el aumento de la concentracién minima inhibitoria de AFG
en la estructura de biopeliculas polimicrobianas. Por otro lado, el DAL demostr6 ser

efectivo contra las biopeliculas formadas por S. haemolyticus.

Los hallazgos destacan la importancia de considerar la composicién y la estructura
de las biopeliculas en el disefio de estrategias terapéuticas. Mientras que el DAL
podria ser una opcién efectiva para tratar infecciones causadas por S. haemolyticus,
el AFG podria no ser tan eficaz contra biopeliculas polimicrobianas debido a su
limitada penetracion. Estos resultados subrayan la necesidad de realizar mas énfasis
en el desarrollo de nuevas investigaciones de esta indole, con nuevas variaciones en
las concentraciones y en presencia y ausencia de otros microorganismos, para de
esa manera poder desarrollar enfoques terapéuticos mas especificos y efectivos

contra las biopeliculas polimicrobianas, teniendo en cuenta la resistencia diferencial



de los microorganismos y las complejas interacciones dentro de las estructuras que

cada uno forma.
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