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Actividad de la anidulafungina sobre
biopeliculas de Candida
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Al no disponer de un método estandarizado para el estudio de la actividad in
vitro de los antifungicos sobre biopeliculas, la comparacion de los resultados
es dificil. Los trabajos consultados en esta revision utilizan la reduccion de
una sal de tetrazolio (XTT) para medir la actividad de los antifungicos sobre
biopeliculas de 24 h de maduracién. Hasta ahora, la actividad de
anidulafungina sobre biopeliculas se ha estudiado en 47 aislamientos

de Candida spp. (25 Candida albicans, 16 Candida tropicalis, 5 Candida
dubliniensis y 1 Candida parapsilosis). La media geométrica de la CMI de la
anidulafungina sobre biopeliculas de Candida spp. es de 1,18 ug/ml.

Sobre los aislamientos de especies con gran capacidad de formacién

de biopeliculas, la media geométrica de la CMI es 0,325 (C. albicans),

2 (C. parapsilosis) y 0,5 pg/ml (C. dubliniensis). Ninguna de las equinocandinas
tiene actividad sobre las biopeliculas de C. tropicalis. Ademas, la
anidulafungina puede ser apta para el sellado terapéutico de los catéteres

ya que es la equinocandina con menor efecto paraddjico.
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Activity of anidulafungin against Candida biofilms

Currently, no standardized method to study the in vitro activity of antifungal
agents on biofilms is available, thus, the comparison among different authors
is difficult. The studies discussed in this review use the XTT reduction to
measure the activity of antifungals on biofilms of 24 h of maturation. To date,
biofilm anidulafungin MICs of 47 isolates of Candida spp. (25 Candida
albicans, 16 Candida tropicalis, 5 Candida dubliniensis and 1 Candida
parapsilosis) have been published. The geometric mean MIC of anidulafungin
on biofilms of Candida spp. is of 1.18 pg/ml. Against isolates of species with
great capacity of biofilm formation, the geometric mean MIC is 0.325

(C. albicans), 2 (C. parapsilosis) and 0.5 pg/ml (C. dubliniensis). No
echinocandin has activity on C. tropicalis biofilms. In addition, anidulafungin
can be used for lock therapy of catheters since it is the echinocandin with the
least in vitro paradoxical effect.
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Las biopeliculas son comunidades celulares, de una
o varias especies de microorganismos, embebidas en una
matriz polisacdrida altamente hidratada, adheridas sobre
superficies bioldgicas o inertes y comunicadas con el ex-
terior mediante canales de agua [11]. Estas estructuras
bioldgicas son organizaciones muy heterogéneas con dife-
rentes ambientes de pH, concentracién de iones, oxigeno,
carbono y nitrégeno [36]. La existencia de las biopeliculas
se conoce desde hace mucho tiempo; de hecho, la mayoria
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de los microorganismos se encuentran en la naturaleza
viviendo adheridos sobre superficies. Sin embargo, el inte-
rés por su estudio es reciente y ha sido motivado por los
numerosos problemas que ocasionan, tanto en el campo de
la industria como en el de la Medicina.

Gracias al empleo de la microscopia confocal de
barrido ldser, que permite examinar biopeliculas vivas pre-
servando su estructura, se ha comprobado la importancia
de los canales de agua que las atraviesan. Estos canales
permiten la entrada de oxigeno y nutrientes al interior de
las mismas y favorecen la eliminacién de los productos
de desecho; todo ello induce a pensar en un alto grado de
diferenciacion celular y en un sistema de comunicacién
intercelular muy desarrollado [33].

Se estima que aproximadamente un 65% de las
infecciones humanas estdn relacionadas con la formacién
de biopeliculas [25]. Los microorganismos capaces de for-
mar biopeliculas sobre dispositivos médicos son muy
variados (Tabla 1) y, entre las levaduras patégenas para el
hombre, las especies del género Candida, sobre todo Can-
dida albicans y Candida parapsilosis, son las que mds fre-
cuentemente forman biopeliculas.



Muchas candidiasis se encuentran asociadas a la
formacion de biopeliculas sobre catéteres, protesis dentales
o cardiacas y otros dispositivos biomédicos, convirtiéndose
en un foco de diseminacién de la infeccidén y entorpe-
ciendo las funciones propias de estos dispositivos [11,16].
En la tabla 2 se resume los dispositivos biomédicos y las
especies de Candida que con mas frecuencia forman bio-
peliculas sobre ellos [27].

Caracteristicas diferenciales de las biopeliculas

Las células en las biopeliculas (también denomina-
das sésiles) se diferencian de sus homdlogas plancténicas
(o en suspension) por las siguientes caracteristicas:

1) Existencia de una matriz extracelular, formada
por polisacdridos, proteinas y dcidos nucleicos, altamente
hidratada y que confiere a la biopelicula un aspecto gelati-
noso [10,33]. La matriz es el soporte principal de la biope-
licula y se ha demostrado que su produccién aumenta con
la edad de la biopelicula [10]. Ademds, su composicion
varia en funcién de los microorganismos que la formen; en
C. albicans el principal azicar de la matriz es la glucosa;
sin embargo, en Candida tropicalis es la hexosamina [2].
Esta diferente composicién entre ambas especies puede ser
la causa del distinto grado de penetracién de los antiftingi-
cos en las biopeliculas, resultando mds lenta la difusion de
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la 5-fluorocitosina y del fluconazol en las biopeliculas de
C. tropicalis [1].

2) Expresion de genes especificos. Diversos estu-
dios han demostrado la expresiéon de un patrén de genes
diferentes en las células que formar parte de las biopelicu-
las. En el caso de C. albicans se ha observado que la
expresion de los genes que codifican para proteinas impli-
cadas en la adhesion de las células a la superficie del hués-
ped se encuentran regulados de forma diferente [13] vy,
ademds, en las biopeliculas de C. albicans se observa una
sobreexpresion de los genes que codifican la sintesis de
aminodcidos, nucleétidos y proteinas [6,12]. En las biope-
liculas maduras, también se ha observado una disminucién
de los niveles de ergosterol, contribuyendo a la resistencia
de los antiftingicos que actiian sobre esta diana [22].

3) Comunicacién intercelular (Quorum-sensing).
En el interior de las biopeliculas, las células se comuni-
can mediante la sintesis de productos que difunden entre
ellas [33]. Estos productos aumentan conforme se incre-
menta la densidad celular y, a un determinado umbral, in-
teraccionan con sus receptores y provocan la expresion de
genes especificos, como los que expresan virulencia [8].
En células plancténicas y sésiles de C. albicans se han
identificado dos moléculas quorum-sensing, una (tirosol)
favorece la formacién de la biopelicula en las etapas ini-
ciales y otra (farnesol) evita el desarrollo excesivo de la
biopelicula madura [3,23].

Tabla 1. Infecciones asociadas a la formacion de biopeliculas sobre superficies bioldgicas

Superficies bioldgicas

Microorganismos implicados

Endocarditis valvula nativa

Streptococcus (pneumoniae, bovis, sanguis), Enterococcus, Bacilos Gram (-),

Candida spp., Aspergillus spp.

Periodontitis

Otitis media

Streptococcus, Bacilos Gram (-) anaerobios

Streptococcus pneumoniae, estreptococos beta hemolitico grupo A,

Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa

Fibrosis quistica

Prostatitis bacteriana

Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacea

Escherichia coli, Proteus spp., Serratia spp., Klebsiella spp.,

Staphylococcus coagulasa negativo, Corinebacterias, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa

Fascitis necrotizante
Célculos renales de estruvita

Osteomielitis

Estreptococos beta hemolitico grupo A, Bacilos Gram (-) anaerobios
Proteus spp., Klebsiella spp., Providencia spp., Pseudomonas spp.

Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativo

Tabla 2. Infecciones asociadas a la formacién de biopeliculas sobre superficies inertes

Superficies inertes

Microorganismos implicados

Valvulas cardiacas protésicas

Staphylococcus coagulasa negativo, Staphylococcus aureus

Streptococcus spp., Enterococcus spp., Bacilos Gram (-),
Candida spp., Aspergillus spp.

Catéteres venosos centrales

Catéteres urinarios

Staphylococcus spp., Enterococcus spp, Bacilos Gram (-),
Candida spp.

Escherichia coli, Proteus spp., Serratia spp., Klebsiella spp.,

Staphylococcus coagulasa negativo, Corinebacterias
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa

Tubos endotraqueales

Lentes de contacto

Bacilos Gram (-), Candida spp.

Pseudomonas aeruginosa, Serratia spp., Proteus spp.,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida spp.

Protesis articulares, mamarias, penianas

Dispositivos intrauterinos

Staphylococcus spp., Streptococcus spp.

Streptococcus spp., Lactobacillus, Corinebacterias,

Enterococcus spp., Candida spp.

Sistemas de distribucién de agua potable  Cryptosporidium parvum,Giardia lamblia, Aeromonas spp.
Legionella pneumophila, micobacterias no tuberculosas
Pseudomonas spp., Staphylococcus spp.
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4) Mayor resistencia a las defensas del hospedador
y a los antimicrobianos. Los microorganismos formadores
de biopeliculas también liberan antigenos que estimulan la
produccién de anticuerpos por parte del hospedador. No
obstante, los microorganismos se encuentran protegidos
por los polimeros de la matriz y eluden la accién del sis-
tema inmune que, incluso, puede llegar a lesionar los teji-
dos sobre los que se encuentra la biopelicula [18]. Por su
parte, la resistencia de las biopeliculas de Candida a los
antifiingicos es un fendmeno multifactorial en el que inter-
vienen la propia matriz extracelular que actia como
barrera limitando el paso de antifiingicos a su interior, la
baja tasa de crecimiento de las células que forman la bio-
pelicula debido a la escasez de nutrientes y oxigeno, la
expresion de genes que confieren resistencia o la presencia
de células persistentes capaces de escapar a su accién y de
volver a reconstruir de nuevo la biopelicula. Ademads, la
resistencia de las biopeliculas de C. albicans se incrementa
conforme se va desarrollando la biopelicula, de tal forma
que las biopeliculas mds viejas son menos sensibles a la
accion de los antifungicos [6,9].

Etapas en la formacion de biopeliculas

En el proceso de formacién de una biopelicula pue-
den distinguirse varias fases que conviene tener presente a
la hora de planificar su tratamiento (Figura 1). En el caso
concreto de C. albicans, una fase inicial (0-11 h) donde las
células levaduriformes se adhieren sobre la superficie y
comienzan a formar microcolonias, una fase intermedia
(12-30 h) en la cual se comienza a producir la matriz y por
ultimo una fase de maduracién (32-72 h) en la que la
matriz recubre totalmente a las levaduras [6]. A estas tres
fases suele seguir otra de disgregacién y dispersién de las
células de la biopelicula al medio. La disgregaciéon hace
que las células vuelvan a su estado de vida plancténico;
por lo tanto, la biopelicula se convierte en un foco persis-
tente de infeccién.

Métodos propuestos para tratar y/o impedir la
formacion de biopeliculas

En la actualidad se han propuesto diferentes siste-
mas y mecanismos para el tratamiento de las infecciones
asociadas a biopeliculas. Estas propuestas incluyen mate-
riales que resisten la colonizacién, nuevos dispositivos
recubiertos de antimicrobianos, moléculas inhibidoras del
quorum-sensing o, incluso, dispositivos capaces de emitir
ultrasonidos o corrientes eléctricas para impedir su coloni-

Figura 1. Etapas de desarrollo de una biopelicula: adhesion (1),
maduracion (2 y 3), disgregacion (4) y dispersion (5).

zacién o aumentar la disgregacion de la biopelicula. Ade-
mds de estos dispositivos modificados, también se estd
evaluando la eficacia de nuevos antibiéticos o la inmersion
de los dispositivos en soluciones microbicidas [20].

Modelo in vitro para el estudio de biopeliculas de
Candida

Para el estudio in vitro de las propiedades de las
biopeliculas de Candida se han empleado varios modelos
que han proporcionado informacién sobre su proceso de
desarrollo y también han sido ttiles para la determinacién
in vitro de la eficacia de los antifiingicos sobre las mismas.
Sin embargo, todavia no existe un método estandarizado
para evaluar la accién de los antifiingicos sobre las biope-
liculas de Candida ya que el método de microdilucion
M27-A2 utilizado para células plancténicas no es ade-
cuado debido a las diferentes propiedades entre estas y las
células en biopelicula.

Uno de los métodos mads utilizados para el estudio
de la formacién de biopeliculas y de la actividad antifiingica
sobre las mismas es el propuesto por Ramage y cols. [26]
en el cual se forman las biopeliculas sobre placas de
microtitulacién de poliestireno con fondo plano. En este
método, la formacién de la biopelicula y la actividad de los
antifiingicos se miden por colorimetria utilizando una sal
de tetrazolio (XTT). A la hora de valorar los estudios de
actividad antifiingica sobre las biopeliculas hay que tener
presente los multiples factores que condicionan la forma-
cion de biopeliculas de Candida spp. asi como los propios
del método utilizado y madurez de la biopelicula. Entre
ellos, el medio de cultivo (composicién, pH, temperatura,
presencia de iones), la especie de Candida, su indculo, y,
por ultimo, las propiedades del sustrato donde se desarro-
1la la biopelicula.

Actividad de la anidulafungina y otras equinocandinas
sobre biopeliculas de Candida

Los estudios de actividad antifiingica sobre biope-
liculas publicados hasta la fecha demuestran que el flu-
conazol y los nuevos triazoles (posaconazol y voriconazol)
carecen de actividad sobre las biopeliculas de C. albi-
cans [7,15]. Las formulaciones lipidicas de la anfotericina
B son mads activas sobre las biopeliculas que la anfoteri-
cina B desoxicolato [17]. Por su parte, las equinocandinas,
que actdan inhibiendo la sintesis del 8-1,3-D-glucano de la
pared celular fingica, han mostrado una actividad prome-
tedora sobre las biopeliculas al ser dicho glucano una
molécula esencial en la adhesién de Candida a las superfi-
cies [30,31].

La anidulafungina es una nueva equinocandina acti-
va sobre levaduras, tanto sobre células en suspension [24]
como sobre las células que forman biopeliculas [15,34].
En general, las CMI de las equinocandinas sobre biopeli-
culas son mucho mads elevas (entre 10 y 100 veces superio-
res) que las observadas en sus homologas plancténicas
pero se encuentran dentro del intervalo de concentraciones
que se alcanzan en suero a las dosis terapéuticas [28].

Actualmente, en el conjunto de trabajos publicados
o presentados en diferentes congresos, solo se tiene infor-
macién de la actividad in vitro de la anidulafungina sobre
biopeliculas en 47 aislamientos de Candida (25 C. albicans,
16 C. tropicalis, 5 Candida dubliniensis y 1 C. parapsilo-
sis). En la figura 2 se representa el porcentaje acumulado
de biopeliculas de 24 h de maduracién de 25 C. albicans y
del total de los 47 aislamientos publicados inhibidas por la



anidulafungina. Segtin estos trabajos, las CMI de la anidu-
lafungina sobre las biopeliculas de C. albicans, de 24 h de
maduracién, oscilan entre 0,03 y >16 pg/ml, y la media
geométrica (MG) de 0,325 ug/ml. Aunque existe variabili-
dad en los resultados de los diferentes autores, la MG
de la CMI obtenida es similar: 0,35 pg/ml, en 13 aislamien-
tos de hemocultivo [34], 0,648 pg/ml en ocho aislamien-
tos [35], 0,25 pg/ml obtenida sobre dos aislamientos [15],
y 0,03 pg/ml en dos aislamientos [29]. La CMI para la cepa
de referencia C. albicans ATCC 90028 en biopeliculas
oscila entre 0,06 y 0,03 pg/ml [29, 34]. Villar y cols. [35]
observan que la actividad de la anidulafungina es mayor
sobre los aislamientos orales (MG CMI, 0,16 ug/ml) de
C. albicans que sobre los aislamientos de hemocultivo
(MG CMI, 1,5 pg/ml), a diferencia de lo observado con
C. dubliniensis donde la actividad de la anidulafungina es
mayor sobre los aislamientos de hemocultivo (MG CMI,
0,06 pg/ml) que sobre los orales (MG CMI, 2 pg/ml).

Sobre C. parapsilosis, aunque solo se dispone de
informacién de un tnico aislamiento, la actividad es muy
similar a la obtenida en las células plancténicas (CMI,
2 yg/ml) [15]. Finalmente, sobre las biopeliculas de C. tro-
picalis, la actividad es muy variable y depende del ais-
lamiento; la CMI oscila entre 0,06 y >16 pg/ml, con una
MG CMI de 11,2 pug/ml [34]. La actividad de las otras
equinocandinas (caspofungina y micafungina) sobre esta
especie es del mismo orden, la MG CMI de la caspofungi-
na, obtenida sobre seis aislamientos, es 8,97 ug/ml y la de
la micafungina >16 pg/ml (cuatro aislamientos de hemo-
cultivo) [21]. Sobre las biopeliculas de C. albicans, la MG
CMI de la caspofungina es 2,37 pg/ml (cuatro aislamien-
tos), y sobre C. parapsilosis 19,1 pg/ml (siete aislamientos),
4 pg/ml para Candida orthopsilosis (ocho aislamientos)
y 2 ug/ml para Candida methapsilosis (cinco aislamien-
tos) [21]. Otros valores descritos de CMI de la caspofun-
gina para C. albicans oscilan entre 0,03 y 0,5 pg/ml (cinco
aislamientos) y para C. parapsilosis 0,06 y 4 pug/ml (tres
aislamientos) [4,15,17]. En la tabla 3 y figura 3, se resume
la actividad comparada de las tres equinocandinas sobre
biopeliculas de 24 h de maduracién. La actividad antifin-
gica sobre las biopeliculas de 48 h de maduracién, es muy
inferior (datos no mostrados).

Uno de los métodos mds empleados para prevenir la
formacién de biopeliculas es el sellado de los catéteres.
Mediante esta técnica se rellena la luz del catéter con una
concentracion elevada de antifingico y se sella durante
unas horas; de esta forma, se consigue esterilizar el catéter
y se evitan los posibles efectos téxicos de las altas concen-
traciones. Sin embargo, hasta la llegada de la anidulafun-
gina, las equinocandinas no se recomendaban para el
sellado de los catéteres debido a la pérdida de actividad
observada a elevadas concentraciones (> 8 pg/ml o a con-
centraciones entre 8 y 64 veces la CMI), lo que se conoce
como efecto paraddjico y descrito para la caspofungina
tanto en células en suspension como en biopelicula. La fre-
cuencia con que se presenta este efecto paraddjico es de-
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Figura 2. Porcentaje acumulado de biopeliculas de C. albicans (n = 25) y
total (n = 47) inhibidas por la anidulafungina
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Figura 3. Porcentaje acumulado de la actividad de las equinocandinas
sobre biopeliculas de Candida spp.

pendiente del tipo de equinocandina, la especie fingica, el
aislamiento clinico concreto y el medio utilizado. Se obser-
va con mayor frecuencia en la caspofungina y también ha
sido descrito con la micafungina. C. albicans, C. parapsi-
losis 'y C. tropicalis son las especies en las cuales se obser-
va este efecto habitualmente [5,21,32]. La anidulafungina
es la equinocandina donde este efecto se presenta con
menor frecuencia [14]. Long y cols. [19] en un ensayo para

Tabla 3. Resumen de la actividad in vitro (en pg/ml) de las equinocandinas sobre biopeliculas de 24 h de maduracion

Anidulafungina Caspofungina Micafungina

Especie

intervalo MG intervalo MG intervalo MG
Candida albicans 0,03 - >16 0,325 0,03 -4 2,37 0,06 - 8 0,61
Candida parapsilosis 2 2 2 - 256 5,27 0,12 -2 0,49
Candida tropicalis 0,06 - >16 11,2 2 - 256 8,97 >16 >16
Candida dubliniensis 0,06 - >4 0,5 ND ND ND ND
Total 0,03 - >16 1,18 0,03 - 256 3,38 0,06 - >16 1,19
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determinar la dosis 6ptima de anidulafungina sobre biope-
liculas de C. albicans formadas en catéteres implantados a
conejos, obtienen la esterilizacién completa del catéter con
2 ug/ml. Ademas, con 1y 1,5 pg/ml, obtienen una reduccién
significativa de las biopeliculas con respecto al control.

En resumen, no hay un método estandarizado para
el estudio de la actividad de los antifiingicos sobre biope-
liculas por lo que la comparacién de los resultados es difi-
cil. Los trabajos consultados para esta revisioén utilizan la
reduccion del XTT para medir la actividad de los antiftn-
gicos sobre biopeliculas de 24 h de maduracién. Aunque la
mayorfa de los estudios se han realizado con pocos aisla-
mientos y es arriesgado sacar conclusiones generales, las

equinocandinas y, particularmente, la anidulafungina han
mostrado ser activas sobre las biopeliculas de Candida
(MG CM], 1,18 pg/ml), si bien su actividad depende de la
concentracion, de la especie, el aislamiento concreto y la
maduracién de la biopelicula. La actividad es mayor sobre
los aislamientos de especies que poseen gran capacidad de
formacién de biopeliculas como C. albicans (MG CMI,
0,325 pg/ml), C. parapsilosis (MG CMI, 2 pug/ml) y C. du-
bliniensis (MG CMI, 11,2 pg/ml). En general, las equi-
nocandinas no tienen actividad sobre las biopeliculas de
C. tropicalis. Ademds, la anidulafungina puede ser apta
para el sellado terapéutico de los catéteres ya que es la
equinocandina con menor efecto paraddjico.
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