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Resumen 

I 

Resumen 

En la naturaleza la mayoría de los microorganismos viven en comunidades protegidas por 

una matriz extracelular. Estas agrupaciones, denominadas biofilms, generalmente albergan 

múltiples especies de microorganismos que interactúan entre sí. En el contexto biomédico, 

los biofilms se asocian con infecciones comunes, infecciones causantes de morbilidad 

severa e incluso infecciones causantes de mortalidad. Una vez adquiridas, estas infecciones 

son difíciles de erradicar, generando típicamente enfermedades recurrentes y/o crónicas. 

La consecuente prolongación en las hospitalizaciones genera una carga económica 

considerable e impacta negativamente en la calidad de vida de los pacientes. A pesar de 

esto, actualmente existen varias limitaciones que dificultan el manejo adecuado de las 

infecciones causadas por biofilms.  

La presente tesis estudió interacciones ambientales e inter-especies que influencian las 

características de los biofilms de hongos del género Candida y bacterias patógenas, siendo 

de particular interés aquellas relacionadas con la susceptibilidad y la virulencia. 

En primer lugar, se evaluó el impacto de cuatro medios de cultivo comúnmente usados en 

las principales características patogénicas de Candida parapsilosis. Las variaciones 

obtenidas en la tasa de crecimiento, morfología, susceptibilidad y virulencia asociadas al 

medio de cultivo resaltan el papel de las adaptaciones metabólicas en la patogenicidad de 

esta levadura y señalan la importancia de elegir adecuadamente las condiciones de los 

diseños experimentales. 

Luego, se estudiaron biofilms polimicrobianos de Candida albicans y Pseudomonas 

aeruginosa. Los resultados demuestran que el orden de colonización de las especies es un 

factor importante en el establecimiento de las interacciones entre estos microorganismos. 

En este escenario, los efectos de prioridad no sólo influencian la biomasa de las especies, 

sino también la estructura, susceptibilidad y virulencia del biofilm resultante.  

Por otra parte, el estudio de las interacciones no físicas entre C. albicans y Staphylococcus 

aureus permitió identificar que cambios ambientales relacionados con el pH y la 

disponibilidad de recursos resultan en nuevos fenotipos de S. aureus. Estas variantes 

presentan cambios en la expresión de factores de virulencia pertenecientes al sistema agr, 

que impactan negativamente la supervivencia de larvas de Galleria mellonella. 
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II 

Finalmente, conscientes de la necesidad de contar con métodos y plataformas confiables 

para la realización de pruebas de susceptibilidad de biofilms, se evaluó el uso de diferentes 

tinciones en el estudio de los biofilms de C. parapsilosis. De esta manera, se encontró que 

las tinciones Syto 9, Naranja de tiazol y Diacetato de fluoresceína tenían un bajo 

rendimiento en el marcaje de C. parapsilopsis, a diferencia de la tinción FUN-1. 

Adicionalmente, se diseñó un dispositivo de microfluídica para el estudio de biofilms 

bacterianos en condiciones dinámicas. El BiofilmChip permite la formación de biofilms 

partir de cepas de laboratorio, aislamientos clínicos y muestras de pacientes, 

proporcionando condiciones que se asemejan a las encontradas en infecciones naturales. 

Además, posee un método de lectura rápido y sencillo basado en la impedancia, que 

permite monitorear el crecimiento y los cambios de biomasa asociados a la efectividad del 

tratamiento. 

En conclusión, el presente trabajo demuestra la importancia de caracterizar las respuestas 

de los microorganismos que crecen en biofilms frente a variaciones ambientales, para así 

definir mejores protocolos para su estudio. Además, resalta la necesidad de estudiar las 

coinfecciones hongo-bacteria como una comunidad, donde las interacciones físicas y 

químicas y los efectos de prioridad pueden aumentar el potencial patogénico de los 

microorganismos. Esto permitirá la formación de biofilms en condiciones más realistas, lo 

que se traducirá en avances de conocimiento en el campo. Por último, el desarrollo 

conjunto de métodos para la evaluación de susceptibilidad en biofilms, brindará las 

herramientas necesarias para ofrecer un tratamiento con mayor probabilidad de éxito en 

el manejo de las infecciones. 
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Abstract 

In nature, most microorganisms live in communities protected by an extracellular matrix. 

These assemblies, known as biofilms, typically harbor multiple interacting species. In the 

biomedical context, biofilms are associated with infections that range from common to 

severe morbidity and even mortality. Once established, these infections are difficult to 

eradicate, often resulting in recurrent and/or chronic diseases. Consequently, the 

prolongation of hospital stays imposes a considerable economic burden and negatively 

impacts patients' quality of life. Despite this, several limitations currently hinder the proper 

management of biofilm-associated infections. 

This thesis studied environmental and interspecies interactions that influence the 

characteristics of biofilms formed by fungi of the genus Candida and clinically relevant 

bacteria, with particular interest in those factors related to susceptibility and virulence.  

First, recognizing the importance of the emergent pathogen Candida parapsilosis, culture 

media was identified as an important variable in biofilm formation, susceptibility, and 

virulence. Then, the performance of conventional fluorescent dyes for antifungal 

susceptibility testing of this yeast was evaluated, highlighting the necessity of optimal 

assessment of techniques before implementation.  

Second, microbial interactions between Candida albicans and the bacteria Pseudomonas 

aeruginosa and Staphylococcus aureus were studied by two different approaches, showing 

that interkingdom interactions (physical, chemical and priority effects) can impact 

positively the virulence of co-infections. 

Finally, the BiofilmChip, a microfluidic device that allows the formation and susceptibility 

testing of bacterial biofilms through impedance readings, was designed and validated as a 

versatile and easy- to-implement tool. 

In conclusion, this work demonstrates the importance of characterizing the responses of 

microorganisms growing in biofilms to environmental variations to define better research 

protocols. Additionally, it highlights the need to study fungal-bacterial coinfections as a 

community, where interspecies interactions can increase the pathogenic potential of the 

microorganisms. Lastly, the development and validation of methods for biofilm 

susceptibility testing will improve the likelihood of success in managing infections.
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Introducción 

1. Biofilms 

A finales del siglo XVII, Anthony van Leeuwenhoek vio mediante su microscopio primitivo 

agregados de microbios en muestras de su propia boca [1]. Dos siglos después, Louis 

Pasteur observó agregados de bacterias que acidulaban el vino [2]. Pero no fue sino hasta 

el siglo XX, que el crecimiento sésil de los microbios fue reconocido como un modo de 

vida ubicuo y predominante de ecosistemas naturales y artificiales, incluyendo 

interacciones comensales y patogénicas [3]. Se estima que el 40-80% de los procariotas 

vive en este estado [4]. 

En la década de los 30, el término “film” (película) fue empleado en microbiología marina 

para describir la capa biológica de agregados bacterianos adheridos a las superficies de los 

barcos [5]. Posteriormente, gracias a estudios de microscopía, se descubrió que los 

“biological films” (película biológicas) no eran necesariamente capas planas uniformes, sino 

que su estructura era heterogénea, y los microorganismos podían estar presentes en 

distintas conformaciones [3].  

En los años 70, se realiza la primera observación de agregados bacterianos en muestras de 

esputo de pacientes con fibrosis quística (FQ) infectados con Pseudomonas aeruginosa [6]. 

De esta forma, en los años 80 el término “biofilm” (biopelícula) es introducido en el campo 

de la microbiología clínica por John William Costerton [5]. Este hecho ocurrió de manera 

conjunta con el hallazgo de que los microbios en biofilms poseen mayor resistencia al 

tratamiento con antimicrobianos que cuando están en estado plantónico [7]. La palabra 

biofilm se establece entonces como el término para designar a “agregados de células 

microbianas adheridas a una superficie biótica o abiótica, contenidas en una matriz de 

sustancias poliméricas extracelulares de origen microbiano” [8]. 

Sin embargo, los biofilms también pueden formarse en la interfaz de dos microambientes 

o como agregados en suspensión. Por ejemplo, P. aeruginosa forma biofilms en el moco 

de las vías respiratorias [9]. Así mismo, la matriz extracelular puede contener 

componentes derivados del huésped [8]. Por estas razones, la definición de biofilm fue 

modificada, y se describió como el “consorcio estructurado de células microbianas 

rodeadas por una matriz polimérica autosecretada” [8]. No obstante, un nuevo modelo 
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conceptual más amplio, en el que los agregados microbianos adheridos o no a una 

superficie son considerados biofilms, fue propuesto recientemente [10]. En esta definición, 

la agregación de los microorganismos es la característica principal de los biofilms, por 

tanto comprende estructuras microbianas descritas previamente como flóculos, gránulos, 

tapetes (mats en inglés), etc. [10]. Los agregados se definen además como heterogéneos, 

compuestos de múltiples microambientes que a su vez han sido producidos y modelados 

por factores ambientales [10]. 

Adicionalmente, la visión tradicional del biofilm como una colección de células individuales 

que representa la etapa de vida sésil de los microorganismos ha empezado a ser 

cuestionada [11]. Diferentes características propias de los biofilm han llevado a considerar 

el paradigma opuesto. Esto resulta en la conceptualización de los biofilm como agregados 

multicelulares que usan el modo de vida unicelular como estadio intermedio de dispersión 

[11]. Aunque el debate actualmente permanece abierto, el rol de los biofilms en la 

naturaleza y los ambientes antropogénicos hace indiscutible la necesidad del estudio de 

este modo de vida. Tanto así, que hoy en día el término biofilm es ampliamente usado en 

la comunidad biomédica, y se asocia con características propias y consecuencias clínicas 

relevantes en la profilaxis y el éxito de las estrategias terapéuticas en las infecciones 

crónicas [3]. 

1.1 La comunidad microbiana 

La comunidad microbiana de un biofilm puede estar compuesta por una sola especie, 

formando biofilms monomicrobianos, o múltiples especies, dando lugar a biofilms 

polimicrobianos [12]. En algunas ocasiones, especies bacterianas interactúan con arqueas 

y/o hongos, generando lo que se conoce como biofilms inter-reino (interkingdom en 

inglés) [13]. En la naturaleza, los biofilms por lo general albergan diferentes especies, 

siendo tan diversos como los microrganismos que los componen (Figura 1) [14]. La 

naturaleza polimicrobiana de los biofilms involucra la coexistencia de múltiples especies en 

un mismo espacio [15]. Los comportamientos multicelulares dentro y entre las especies 

de estas comunidades organizadas son coordinados por diferentes interacciones físicas y 

químicas [16]. Dichas interacciones pueden ser cooperativas o competitivas/antagonistas. 
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Figura 1. Representación de un biofilm polimicrobiano. Imagen creada en Biorender. 

Las estrategias de cooperación se llevan a cabo cuando dos o más partes comparten un 

interés, mientras que la competencia favorece el crecimiento de una especie sobre la otra 

[15]. Ambos tipos de interacción son necesarios para mantener el balance y la 

biodiversidad del biofilm [11, 16]. Sin embargo, la homeóstasis de la comunidad 

microbiana requiere que los  mecanismos de cooperación y sinergia superen los efectos 

antagónicos presentes [15]. Tanto el medio ambiente como el orden de colonización de 

las especies han sido identificados como factores importantes en la determinación del tipo 

de interacción que se establecerá en los biofilms polimicrobianos [15]. En la Tabla 1 se 

pueden consultar algunos ejemplos de mecanismos de sinergia y 

competencia/antagonismo descritos entre los microorganismos que conforman un biofilm.  

Diversos procesos biológicos de las interacciones químicas microbianas están regulados 

mediante el sistema de comunicación célula-célula [16]. Este sistema, denominado quorum 

sensing, se basa en la secreción, detección y respuesta a pequeñas moléculas de 

señalización difusibles [16]. Por ende, el quorum sensing dirige actividades sociales de los 

microbios, jugando un papel importante en la virulencia a nivel poblacional [16]. Además, 

las moléculas de este sistema de secreción son de gran importancia en la comunicación 

microbiana inter-reino, especialmente entre hongo y bacteria [13]. 

Otro tipo de interacción importante involucra a los bacteriófagos, los cuáles han 

demostrado tener un impacto en la ecología y evolución de las comunidades microbianas 

[13]. Por ejemplo, la inducción de profagos puede ocasionar lisis bacteriana, liberando 

moléculas y nutrientes que pueden favorecer positivamente la formación de biofilms. 
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Tabla 1. Principales interacciones de las comunidades microbianas de un biofilm.  

 Mecanismo Descripción Ejemplo 

Si
n

e
rg

ia
 

Cohesión y 

Co-agregación 

Los microbios producen diferentes 

componentes adhesivos e inducen 

interacciones intercelulares que 

permiten la formación de biofilms. 

Colonizadores iniciales del biofilm oral 

de la placa dental proveen 

mecanismos específicos para la 

colonización de segundas especies. 

Interacciones 

metabólicas 

Los subproductos del metabolismo de 

una especie son utilizados como 

fuentes de nutrientes por otra especie. 

La simbiosis presente entre bacterias 

productoras de ácido láctico y 

bacterias que dependen del lactato 

como fuente de nutrientes. 

Interacciones 

vía Quorum 

sensing 

Moléculas secretadas por algunos 

microorganismos inducen cambios en 

el comportamiento de otros. 

Moléculas secretadas por 

Streptococcus gordonii promueven la 

filamentación de Candida albicans. 

Transferencia 

horizontal de 

genes 

Intercambio de material genético entre 

las distintas especies. 

Adquisición de plásmidos de 

resistencia. 

Producción de 

componentes 

benéficos 

Microbios secretan moléculas que son 

utilizadas o benefician a otros. 

Secreción de enzimas β-lactamasas 

protegen a microrganismos de la 

acción de antibióticos β-lactámicos 

C
o

m
p

e
te

n
ci

a 
y 

an
ta

go
n

is
m

o
 

Agotamiento 

de nutrientes 

y recursos 

La habilidad de usar nutrientes de 

ciertos microorganismos promueve su 

crecimiento a expensas de los demás. 

Poblaciones capaces de quelar hierro 

tiene una ventaja de crecimiento 

sobre las que no lo hacen. 

Producción de 

compuestos 

perjudiciales 

Algunas especies secretan moléculas 

que tienen un efecto antimicrobiano en 

otras. 

Producción de bacteriocinas y 

moléculas tóxicas. 

La información presentada en esta tabla fue obtenida del artículo de revisión de Luo et al., 2022 [15]. 

Al final, la manera en que el conjunto de actores interactúe entre sí afectará 

profundamente la función, biomasa, estructura, diversidad y patogénesis del biofilm [13, 

16, 17]. Así mismo, el costo de tales interacciones influirá en la coexistencia de las especies 

y la diversidad del biofilm [13]. 

1.2 La matriz extracelular 

La matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) es el conglomerado de diferentes 

tipos de biopolímeros, producidos en su mayoría por los microbios y que sirven de 

soporte a la estructura tridimensional del biofilm [18]. La ECM rodea y embebe las células, 

por lo que representa el 90% de la biomasa total [18].  
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Figura 2. La matriz extracelular y sus funciones. Imagen creada en Biorender. 

Además de actuar como barrera física, la ECM es la responsable de mantener a la 

comunidad de microrganismos unida entre sí y a las superficies [18, 19]. Dentro de las 

funciones de la ECM (Figura 2) también se encuentra proveer nutrientes, capturar cationes 

y conservar un nivel de hidratación adecuado [18, 20, 21]. La ECM contiene componentes 

propios, restos de lisis celular y enzimas extracelulares capaces de degradar partículas del 

medio externo, que aportan fuentes de carbono y energía a las células del biofilm [18]. A 

su vez, polímeros aniónicos presentes en la ECM pueden actuar como agentes quelantes 

de cationes [21]. 

El conjunto de biomoléculas que componen la ECM junto con su diversidad molecular, 

estructural y funcional, se conocen como matrisoma [22]. La composición de la ECM varía 

dependiendo de los microorganismos presentes, la temperatura, la disponibilidad de 

nutrientes y la hidrodinámica a la que el biofilm esté expuesto [18]. La constitución de la 

ECM es relevante en las infecciones clínicas pues influye en la respuesta inmune presentada 

por el huésped [23].  
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Por lo general, la ECM contiene: 

- Exopolisacáridos: Son indispensables para la formación de biofilms, con funciones 

en el proceso de adhesión, la formación de microcolonias y el desarrollo de la 

estructura tridimensional (Sección 1.3) [18, 24]. 
 

- Proteínas: Los biofilms contienen cantidades considerables de proteínas 

estructurales que incluyen adhesinas de superficie celular, subunidades proteicas 

del flagelo o pili, fibras amiloides, proteínas secretadas extracelularmente y 

proteínas de la membrana externa de vesículas [18, 25]. Por otra parte, los biofilms 

contienen enzimas que pueden modular la estructura de la matriz mediante 

modificaciones localizadas, participar en el proceso de dispersión del biofilm y 

actuar como factores de virulencia [24]. 
 

- ADN extracelular (ADNe): Es una parte integral de la ECM y el modo de vida sésil. 

Participa en la adhesión y etapas iniciales de formación del biofilm, como 

componente estructural, en procesos de transferencia genética, reparación del 

ADN y como fuente de carbón, nitrógeno y fosfato [18, 24, 26]. El origen del ADNe 

es generalmente genómico y se relaciona principalmente con procesos de lisis, 

aunque mecanismos de secreción activa y liberación vía vesículas también han sido 

propuestos [24]. 
 

- Lípidos y biosurfactantes: Lípidos, lipopolisacáridos y biosurfactantes confieren a 

la ECM propiedades hidrofóbicas necesarias para la adhesión a ciertas superficies. 

Los biosurfactantes además poseen propiedades antimicrobianas [18]. Así mismo, 

vesículas de membrana pueden viajar a través de la ECM con material citoplásmico 

en su interior [24]. 
 

- Agua: Es por mucho el mayor componente por peso y volumen de la ECM y el 

biofilm, llegando a representar un 97% de la biomasa total [27, 28]. El agua forma 

estructuras dentro del biofilm descritas como poros o canales que protegen a las 

células de la desecación y permiten el almacenamiento y transporte de nutrientes 

y desechos [18, 27].  

Estas biomoléculas interactúan entre sí y crean microambientes heterogéneos dentro del 

biofilm sujetos a dinámicas temporales, con diferentes propiedades químicas y que 

influencian el metabolismo microbiano local [22, 24]. La respuesta celular a los cambios 
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del ambiente extracelular hace que los componentes de la ECM actúen como moléculas de 

señalización, promoviendo cambios asociados al estilo de vida sésil, activando mecanismos 

de defensa y participando en el proceso de dispersión [21, 29, 30]. Además, la acumulación 

de ciertas biomoléculas de la ECM parecen servir como guía para la migración celular, 

favoreciendo la expansión de las colonias y una mayor colonización de las superficies [21].  

1.3 El proceso de formación 

El cambio del crecimiento plantónico al modo de vida sésil ocurre en respuesta a diferentes 

estímulos ambientales, como la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y el pH [31]. 

El proceso de formación de un biofilm es complejo y dinámico, y en general, involucra tres 

grandes pasos [10, 32] (Figura 3). 

 

Figura 3. Proceso de formación de un biofilm. Imagen modificada de Blanco-Cabra et al. (2024) [33] 

en Biorender. 
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1.3.1 Adhesión/Agregación 

Primero, los microorganismos se adhieren a una superficie o forman agregados entre ellos 

[10]. Esta unión conlleva cambios transcripcionales asociados al crecimiento sésil, como la 

perdida de flagelo y la producción de sustancias poliméricas, que vuelven la adhesión 

fuerte e irreversible. 

1.3.2 Crecimiento y maduración 

Posteriormente, la comunidad de microorganismos se expande mediante replicación y/o 

reclutamiento de células adyacentes [10]. El crecimiento de estas agrupaciones, 

denominadas microcolonias, va acompañado de la producción de la ECM hasta formar una 

estructura tridimensional compleja. La arquitectura y organización de los biofilms es 

especie dependiente y se ve afectada por condiciones ambientales [34]. Dentro de esta 

estructura se crean gradientes de oxígeno, nutrientes, moléculas de señalización y 

productos de desecho en dependencia de la profundidad del biofilm, siendo el centro el 

lugar con las condiciones más precarias [35-37]. Estas diferencias favorecen la aparición de 

subpoblaciones con adaptaciones metabólicas, donde las células de la capa más profunda 

tienen una tasa metabólica reducida y crecimiento lento [36]. 

1.3.3 Dispersión 

Finalmente, células o pequeños agregados se desprenden del biofilm y se desplazan hasta 

encontrar un nuevo lugar para colonizar [10, 32]. Aunque las células de dispersión se 

encuentran en estado plantónico, estudios han mostrado que estas poseen un estado 

fisiológico diferente. Por ejemplo, en el caso de P. aeruginosa, las células de dispersión son 

más virulentas contra macrófagos y más sensibles a estrés por hierro [38]. Así mismo, las 

células de dispersión de C. albicans han sido descritas como pre-condicionadas para 

máxima virulencia [39]. Diferentes factores pueden causar la dispersión de los biofilms, por 

ejemplo alcanzar el límite poblacional, poca disponibilidad de nutrientes o las condiciones 

hidrodinámicas a las que el biofilm esté expuesto [31]. 

Durante la formación de biofilms el sistema quorum sensing es imprescindible [32]. En 

algunas especies bacterianas tiene un papel importante en la formación de la matriz 

extracelular. Además, permite monitorear la densidad celular y regular el comportamiento 

colectivo, siendo indispensables también en las etapas de maduración y dispersión [31, 34].  
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1.4 Los mecanismos de protección 

Como hemos visto en las secciones anteriores, la formación de biofilms involucra procesos 

costosos energéticamente, como la producción de la ECM (Sección 1.2) y las interacciones 

microbianas (Sección 1.1) [13]. No obstante, en la mayoría de los escenarios naturales, los 

microbios viven en este estado. Esto se debe a que el modo de vida sésil ofrece a los 

microorganismos una serie de beneficios que compensa la inversión de recursos. 

Se sabe que las bacterias pueden ser entre 10 a 1000 veces más tolerantes a los antibióticos 

creciendo en biofilms en comparación a su forma libre [36]. Esta disminución en la 

susceptibilidad se debe a distintos mecanismos (Figura 4) [40]. En primer lugar, los 

mecanismos de resistencia genotípica propios del crecimiento plantónico permanecen, 

como la selección de mutaciones que permiten evadir la acción de los antimicrobianos [20]. 

Sin embargo, algunas características propias del modo de vida de biofilm contribuyen en la 

disminución de la susceptibilidad de los microorganismos, lo que se denomina resistencia 

fenotípica o tolerancia [20].  

 
Figura 4. Principales mecanismos de resistencia y tolerancia al tratamiento antimicrobiano en 

microorganismos formando biofilms. Imagen creada en Biorender. 
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Dentro de los mecanismos que confieren a las células de los biofilms resistencia y tolerancia 

a los antimicrobianos se encuentran (Figura 4) [20, 30, 36, 41-44]: 

- La ECM: Actúa como una barrera física y química frente los antimicrobianos y 

componentes del sistema inmune (Sección 1.2). La ECM puede adsorber, reaccionar 

y limitar físicamente la penetración de las moléculas. En algunas ocasiones 

enzimas extracelulares atrapadas en la ECM pueden inactivar los compuestos 

químicos. Además, la exposición a estrés oxidativo o concentraciones de 

antimicrobianos por debajo de la MIC puede inducir un aumento en la producción 

de la ECM. 
 

- La heterogeneidad poblacional: Dentro de un biofilm, las células del interior poseen 

una tasa metabólica y de replicación reducida (células durmientes o persistentes), 

que les permite escapar frente a agentes antimicrobianos cuya actividad depende 

del crecimiento. Por otra parte, el hecho de ser una comunidad de microorganismos 

provee a los biofilms de diversidad genética. Esto, junto a la proximidad de las 

células y la abundancia de ADNe en la ECM, favorece la adquisición de genes de 

resistencia vía transferencia horizontal. Finalmente, diferentes interacciones entre 

los microorganismos (Sección 1.1) pueden traducirse en beneficios poblacionales 

que generan tolerancia. Por ejemplo, la secreción de metabolitos por una especie 

puede generar cambios en la pared celular de la otra. Así mismo, componentes de 

la ECM secretados por una especie sirven de protección para los demás miembros 

de la comunidad.  
 

- Factores protectores específicos: Los microorganismos en biofilms pueden 

expresar bombas de eflujo multidroga como respuesta adaptativa frente 

condiciones ambientales adversas. Así mismo, la expresión de regulones de 

respuesta a estrés, como la respuesta estricta (stringent response en inglés) y la 

respuesta SOS, pueden conferir tolerancia y resistencia a los antimicrobianos. Por 

otra parte, las propiedades viscoelásticas de los biofilms dificultan su remoción 

mecánica, facilitando su persistencia. 

La existencia de estos mecanismos de protección puede exponer a las células a 

concentraciones sub-inhibitorias de los agentes antimicrobianos, favoreciendo la 

aparición de microrganismos multirresistentes [36].  
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No obstante, la protección que el biofilm confiere a los microorganismos va más allá de la 

recalcitrancia a los agentes antimicrobianos. Este modo de vida les permite colonizar 

nichos competitivos y sobrevivir a ambientes estresantes. Las células que componen un 

biofilm tienen una mayor tolerancia frente a diferentes condiciones ambientales hostiles, 

como el pH y las temperatura extremas, alta salinidad, alta presión, radiación ultravioleta, 

desecación y escasez de nutrientes [37, 41]. E incluso, los biofilms son más tolerantes a los 

ataques externos de bacteriófagos, depredadores y los mecanismos de defensa del 

huésped [36, 37, 41].  
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2. Biofilms en el laboratorio 

2.1 Modelos in vitro para el estudio de biofilms 

El entendimiento de las características y propiedades de los biofilms permite el desarrollo 

de nuevas estrategias terapéuticas. Los modelos in vitro para el estudio de biofilms son 

indispensables en esta tarea, ya que propician el crecimiento de los microorganismos en 

este modo de vida en el entorno controlado del laboratorio. Dependiendo de la frecuencia 

en que el medio de cultivo es suministrado, los modelos in vitro se dividen en dos grandes 

grupos: estáticos y dinámicos (Figura 5). 

 

Figura 5. Principales modelos in vitro para el estudio de biofilms. Imagen creada en Biorender. 
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2.1.1 Estáticos 

En estas plataformas la disponibilidad de nutrientes es finita y está limitada a las 

condiciones suministradas inicialmente [45, 46]. La formación y crecimiento de los biofilms 

se ve acompañado de la depleción de nutrientes y la acumulación de productos de 

desecho, lo que limita la duración de los experimentos [45, 46]. Sin embargo, el uso de 

estas plataformas es generalmente sencillo y económico, permitiendo la evaluación de 

múltiples condiciones al mismo tiempo (lo que en inglés se conoce como high-throughput 

screening) [45-47]. Dentro de los modelos in vitro estáticos más comunes para el estudio 

de biofilms se encuentran: 

- Las placas de microtitulación: Placas de poliestireno son inoculadas con cultivos 

microbianos e incubadas hasta obtener un biofilm en la superficie de los pozos. El 

crecimiento plantónico presente al final del experimento debe ser removido 

mediante lavados, lo que puede llevar a desprendimiento del biofilm y 

subestimación de la biomasa del mismo [45, 46]. 
 

- El dispositivo de Biofilm Calgary: Esta plataforma también hace uso de una placa 

de microtitulación para proveer el medio de cultivo. Sin embargo, el biofilm es 

formado en puntas que sobresalen de la tapa y se sumergen en el pozo cuando la 

placa se cierra [45, 46, 48]. Este sistema permite el cambio de la solución de 

crecimiento con menor perturbación del biofilm y evita la sobreestimación de la 

biomasa por células plantónicas sedimentadas [45]. 
 

- El biofilm en colonia: Este modelo los biofilms son crecidos como colonias en agar, 

lo que permite la evaluación de cambios morfológicos [45, 46]. Este método es 

relevante en el estudio de heridas crónicas [49]. 

Una limitación importante de estos modelos es que la lectura es de punto final, ya que las 

mediciones perturban al biofilm [45]. Nuevos modelos han incluido la monitorización en 

tiempo real, mejoras en reproducibilidad, aumento de la viabilidad del biofilm e inclusión 

de elementos particulares que mimetizan el microambiente de las infecciones clínicas [50]. 

La optimización ha sido posible mediante la inclusión de nuevas tecnologías, como el uso 

de plataformas bio-absorbentes como superficie de adhesión y la impresión 3D con 

biomateriales [50]. 
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2.1.2 Dinámicos 

Los modelos dinámicos proveen un flujo constante de nutrientes al biofilm, que a su vez 

remueve el crecimiento plantónico y los productos de desecho propios del crecimiento 

microbiano [45, 46, 51]. Estas condiciones se asemejan más a las encontradas in vivo (ej. 

cavidad oral y tracto urinario), lo que hace que los estudios de biofilm generen resultados 

más confiables [45]. Esto es de particular interés en el contexto clínico, donde la evaluación 

de susceptibilidad antimicrobiana debe predecir la eficacia del tratamiento y recuperación 

del paciente. Además, estos métodos permiten manipular parámetros, como la tensión 

cortante (shear stress en inglés) producida por la dinámica del fluido [46]. Sin embargo, 

estos modelos suelen ser más complejos, costosos y con menos capacidad de 

procesamiento múltiple [45, 51]. Dentro de los modelos in vitro dinámicos más comunes 

para el estudio de biofilms se encuentran: 

- El dispositivo de Robbins: Este modelo permite la formación de biofilms en 

cupones a lo largo de un tubo con suministro constante de medio de cultivo [52]. 

Los cupones pueden ser de distintos materiales y el flujo puede alterarse a lo largo 

del experimento [45]. Aunque permite el procesamiento de múltiple muestras, la 

disposición en hilera con flujo unilateral hace que los biofilms no estén expuestos 

al mismo gradiente de nutrientes y desechos [51]. 
 

- Los reactores rotatorios: Estas plataformas incluyen el reactor anular rotatorio, el 

reactor de disco rotatorio y el reactor cilíndrico concéntrico [45]. Aunque cada 

dispositivo tiene su propio diseño, todas permiten ajustar la tensión cortante del 

biofilm de manera independiente al flujo del medio mediante la manipulación de 

la velocidad de rotación del sistema [45, 46].  
 

- Las celdas de flujo: Esta plataforma consiste en una cámara de poliestireno 

cubierta con un cubreobjetos de vidrio, conectada mediante tubos a una bomba 

peristáltica que controla el flujo del medio de cultivo [45, 51]. Los principales 

problemas de este sistema son su complejidad, la formación de burbujas de aire 

que pueden perturbar el biofilm, la obstrucción de los tubos por crecimiento 

bacteriano, la alta demanda de tiempo y la poca capacidad de procesamiento 

múltiple de muestras [51]. Sin embargo, permite la monitorización en tiempo real 

del biofilm mediante microscopía y genera condiciones hidrodinámicas 

relevantes en el estudio de las infecciones [51]. 
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- Los dispositivos de microfluídica: Estos dispositivos son modelos dinámicos 

miniaturizados que ofrecen condiciones hidrodinámicas más controladas y 

menor requerimiento de reactivos [45]. Al igual que las celdas de flujo, pueden 

permitir la visualización y monitorización del biofilm en tiempo real [51]. El 

diseño de los chips es flexible, lo que permite incorporar diferentes propiedades, 

como gradientes químicos, automatización, e incluso procesamiento múltiple de 

muestras [51]. Sin embargo, a pesar de las mejoras, estas plataformas siguen 

presentando problemas de burbujas de aire y obstrucción de tubos. Además, las 

condiciones controladas del flujo impiden el estudio de la estructura macroscópica 

del biofilm [45]. 

2.1.3 Microcosmos 

Con el objetivo de ir más allá, innovaciones recientes han llevado al desarrollo de nuevos 

modelos in vitro denominados microcosmos. Estos sistemas pueden ser estáticos o 

dinámicos, pero se diferencian por el uso de fuentes de nutrientes o superficies relevantes 

en los sitios de infección. Para conseguir esto se puede hacer uso, por ejemplo, de tejidos 

ex vivo, medios de cultivo que simulan fluidos corporales (saliva, esputo, orina, etc.) o 

componentes tisulares (células eucariotas, colágeno, plasma, etc.) [46, 50, 51]. De esta 

manera, se crean escenarios más complejos que representan mejor la heterogeneidad de 

las infecciones [46]. 

2.2 Métodos de cuantificación 

El estudio de los biofilms requiere de métodos de lectura que permitan su caracterización 

una vez formados. Un resumen de los principales métodos utilizados para cuantificar la 

biomasa y actividad metabólica de los biofilms se presenta en la Tabla 2. 

En algunas ocasiones es deseable diseccionar el biofilm mediante el estudio individual de 

sus componentes. En este escenario, la especificidad de los fluoróforos los ha convertido 

en una de las herramientas claves más utilizadas [53]. Estas moléculas pueden tener 

afinidad por determinadas estructuras celulares, como los ácidos nucleicos (Syto 9 y DAPI), 

la membrana celular (FM-464) o la pared celular (Blanco de calcoflúor) [53]. Así mismo, 

algunos fluoróforos permiten el marcaje exclusivo de componentes de la ECM. Por 

ejemplo, proteínas (SYPRO Ruby), polisacáridos (Concanavalina A) y lípidos (Vybrant DiD) 

[49]. 
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 Los fluoróforos están disponibles comercialmente en una amplia variedad de colores de 

emisión, lo que permite su combinación y el marcaje simultáneo de diferentes 

componentes en una misma muestra. Además, la lectura puede realizarse mediante 

diferentes métodos, incluyendo la microscopía de fluorescencia, microscopia confocal, 

citometría de flujo y los lectores multimodo [53]. 

Tabla 2. Principales métodos para la cuantificación de biofilms. 

  Método Fundamento Ventajas Desventajas 

B
io

m
as

a
 

C
o

n
te

o
 d

ir
e

ct
o

 [
4

7
, 5

3
, 5

4
] 

Recuento de 

Unidades 

Formadoras de 

Colonia (CFUs, 

por sus siglas 

en inglés) 

Las células del biofilm se 

remueven de las superficies 

mediante raspado y/o 

sonicación. Luego se 

realizan diluciones seriadas 

y se siembran en placas de 

Petri. 

- Fácil 

- Disponible en 

todos los 

laboratorios 

- Técnica laboriosa 

- No permite la 

cuantificación de 

microrganismos 

viables pero no 

cultivables 

Conteo 

automatizado 

de células: 

Contador 

Coulter y 

Citometría de 

flujo  

Las células del biofilm son 

removidas y resuspendidas 

para posteriormente ser 

pasadas por dispositivos 

con aperturas pequeñas 

que detectan y cuantifican 

las células mientras fluyen.  

- Fácil y rápido 

- Preciso 

- Puede 

proporcionar 

información 

adicional de las 

células 

- Requiere equipo 

especializado 

- Cuenta células vivas 

y muertas 

Ti
n

ci
ó

n
 [

4
7

, 5
3

, 5
5

] 

Ensayo de 

Cristal Violeta 

(CV) 

La biomasa total del biofilm 

(células y ECM) se tiñe con 

el colorante cristal violeta. 

Luego la tinción se eluye y la 

intensidad de la solución es 

medida por absorbancia. 

- Versátil 

- Procesamiento 

múltiple 

- No requiere 

remover el 

biofilm 

- Fácil y rápido 

- Poco sensible y 

reproducible 

- La biomasa del 

biofilm puede verse 

alterada en los 

pasos de lavado 

- No distingue entre 

células vivas o 

muertas 

B
io

lo
gí

a 
m

o
le

cu
la

r 
[4

7
, 5

5
] 

Reacción en 

Cadena de la 

Polimerasa 

(PCR, por sus 

siglas en inglés)  

El número de células en el 

biofilm es medido 

indirectamente por la 

amplificación de un gen 

constitutivo y específico 

para la comunidad 

microbiana. 

- Rápido 

- Permite la 

diferenciación 

de especies 

- Sensible 

- Sobreestimación de 

la biomasa celular 

por presencia de 

ADNe 

- Costoso 

- No distingue entre 

células vivas o 

muertas 
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B
io

m
as

a
 

Té
cn

ic
as

 d
e

 m
ic

ro
sc

o
p

ía
 [

4
7

, 5
3

-5
5

] 

Microscopía 

Confocal de 

Escaneo Láser 

(CLSM, por sus 

siglas en inglés) 

Las células son teñidas con 

fluoróforos que permiten la 

adquisición de imágenes de 

las distintas capas del 

biofilm. Las imágenes son 

procesadas posteriormente 

con softwares 

especializados que 

permiten cuantificar 

diferentes parámetros. 

- Monitorización 

en tiempo real 

- No destructivo 

- Imágenes 3D de 

gran resolución 

- Alta 

disponibilidad 

de fluoróforos  

- Permite 

diferenciación 

de especies 

- Requiere equipo 

especializado y 

personal entrenado 

- Costoso 

- Pueden presentarse 

sesgos en la toma y 

selección de 

imágenes. 

 

M
é

to
d

o
s 

fí
si

co
s 

[4
7

, 5
3

, 5
5

] 

M
é

to
d

o
s 

fí
si

co
s 

Peso 

La biomasa total del biofilm 

(células y ECM) es calculada 

por diferencia de peso (seco 

o húmedo) con la superficie 

de adhesión sin inocular. 

- Fácil y rápido 

- Disponible en 

todos los 

laboratorios 

- Técnica laboriosa 

- Poco sensible 

Espectroscopía 
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3. Biofilms en el contexto clínico 

En nuestro cuerpo existen comunidades microbianas con un papel protector y funcional, 

como es el caso de la microbiota intestinal. No obstante, según Los Institutos Nacionales 

de Salud (NIH, por sus siglas en inglés), el 65% de las enfermedades microbianas y el 80% 

de las infecciones crónicas son causadas por la formación y persistencia de biofilms, 

representando un problema mayor de salud pública a nivel mundial [56, 57].  

3.1 Infecciones ocasionadas por la presencia de biofilms  

Los biofilms pueden ocasionar infecciones comunes, como la placa dental, las infecciones 

del oído medio y las infecciones del tracto urinario. No obstante, su formación también  

desencadena infecciones asociadas a morbilidad severa y mortalidad, como la 

endocarditis, la osteomielitis y las enfermedades pulmonares crónicas [58]. Los 

mecanismos de protección inherentes del modo de vida sésil (Sección 1.4) hacen que una 

vez adquiridas, estas infecciones sean difíciles de erradicar, generando típicamente 

enfermedades recurrentes y/o crónicas [59].  

La respuesta inmune frente a los biofilms lejos de conseguir su erradicación, resulta 

generalmente en daños colaterales en el tejido adyacente, siendo un aspecto importante 

de la patología de estas infecciones [60]. A esto se suma que la fase de dispersión del ciclo 

de vida de los biofilms (Sección 1.3) puede generar infecciones locales secundarias y/o 

infecciones sistémicas, aumentando el riesgo de sepsis en el paciente [32, 61, 62]. 

En este contexto, las Infecciones Adquiridas en los Hospitales (HAIs, por sus siglas en 

inglés), también denominadas nosocomiales, son de gran importancia, incluyendo aquellas 

asociadas a dispositivos médicos [57, 63, 64]. La prevalencia de las HAIs a nivel global es 

de 0.14% e incrementa un 0.06% cada año [65]. Dentro de ellas cabe mencionar la 

Neumonía Asociada a Ventiladores (VAP, por sus siglas en inglés), las Infecciones de Sitio 

Quirúrgico (SSIs, por sus siglas en inglés), las Infecciones del Tracto Urinario Asociadas a 

Catéteres (CA-UTIs, por sus siglas en inglés) y las Infecciones del Torrente Sanguíneo (BSIs, 

por sus siglas en inglés) [66]. 

La prolongación de las hospitalizaciones causada por las infecciones por biofilms genera 

una carga económica considerable para el sector público y privado en todo el mundo [59, 

61]. Además de reducir la calidad de vida de los pacientes y aumentar el riesgo de 
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mortalidad [23]. Por ejemplo, se estima que el costo promedio de hospitalización por caso 

de SSIs, VAPs y Ca-UTIs en Estados Unidos es de alrededor de $25.000, $10.000 y $1.000, 

respectivamente [67]. Mientras que el costo global estimado de biofilms en pacientes con 

VAP es de $920 millones por año [68]. Por todas estas razones, y reconociendo su 

importancia en la salud humana, la Sociedad Europea de Microbiología Clínica y 

Enfermedades Infecciosas (ESCMID, por sus siglas en inglés) publicó en el año 2014 una 

guía para el diagnóstico y tratamiento de infecciones asociadas a biofilms [69].  

3.1.1 Asociadas a dispositivos médicos 

Los biofilms pueden formarse en las superficies abióticas de dispositivos de uso médico, 

constituyendo un riesgo para el bienestar del paciente y comprometiendo el 

funcionamiento del dispositivo [28]. La contaminación de los dispositivos se asocia 

generalmente con la transferencia de microorganismos desde la piel del mismo paciente o 

de las manos de los trabajadores de la salud, así como del agua, superficies contaminadas, 

e incluso el aire [28, 70]. Estas infecciones van de moderadas a severas, y pueden incluir 

queratitis y septicemia [32].  

De los 2 millones de infecciones nosocomiales reportadas por el Centro de Control de 

Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos, entre el 50-70% son 

atribuidas al implante de algún dispositivo médico [71]. Con una estimación de 500.000 

tipos diferentes de dispositivos médicos disponibles a nivel mundial, cada tejido del cuerpo 

humano puede entrar en contacto con estos biomateriales, teniendo riesgo de desarrollar 

una infección por biofilms [71, 72] (Figura 6). 

La causa más común es el uso de catéteres [32]. Cuando se usan por menos de diez días se 

asocian con biofilms en la superficie externa, mientras que cuando son usados por más de 

30 días se relacionan con biofilms en el lumen [32]. Estas infecciones generalmente 

involucran microrganismos oportunistas de la piel, como especies de Staphylococcus y 

Candida [71], y especies que pueden crecer fácilmente en fluidos intravenosos, como P. 

aeruginosa, Enterobacter y Klebsiella [32]. Sin embargo, los catéteres más usados son los 

urinarios, siendo en este caso Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Proteus mirabilis las 

bacterias más comunes en las Infecciones del Tracto Urinario (UTIs, por sus siglas en inglés) 

[32].  
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Por otra parte, las infecciones asociadas a implantes representan el 25.6% de todas las 

infecciones nosocomiales en Estados Unidos [64]. Los implantes con mayor tasa de 

infección son los dispositivos de asistencia ventricular (40%), las derivaciones ventriculares 

(10%), las válvulas cardíacas, los marcapasos y desfibriladores (4%), y las prótesis de cadera 

e implantes de pecho (2%) [56]. Por lo general, el dispositivo infectado debe removerse y 

reemplazarse para eliminar el biofilm [62, 64, 66]. Dicho procedimiento quirúrgico, 

denominado cirugía de revisión, conlleva riesgos inherentes. Además, no garantiza la 

eliminación completa de los microbios, especialmente cuando se trata de implantes 

complicados como válvulas cardíacas y prótesis [66]. Las cirugías de revisión conllevan un 

costo anual global de casi 8 millones de dólares [68]. 

 
Figura 6. Infecciones asociadas a biofilms en el cuerpo humano. *Las infecciones del torrente 

sanguíneo son ocasionadas por las células de dispersión, y no por la presencia del biofilm per se. 

Imagen creada en Biorender. 
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3.1.2 No asociadas a dispositivos médicos 

Las infecciones causadas por biofilms no asociadas a dispositivos médicos ocurren cuando 

nuestros tejidos proveen superficies bióticas para la adhesión de los microrganismos. 

Nuestras células y algunos de sus polímeros secretados pueden proveer una barrera 

adicional de protección en la penetración de los antimicrobianos, complicando su 

erradicación y de esta manera, prolongando la infección [32, 73]. Una gran variedad de 

infecciones asociadas a biofilms pueden presentarse en el cuerpo humano (Figura 6). A 

continuación, se presenta una breve descripción de cinco de ellas:  

- Infecciones de la cavidad oral: alteraciones en el microbioma oral por parte de 

especies patógenas puede llevar al desarrollo de enfermedades infecciosas como 

la periodontitis y la gingivitis [56]. En estos casos, los biofilms desencadenan 

respuestas inflamatorias que dañan los tejidos suaves y huesos que soportan 

nuestros dientes [56, 70]. Además, las comunidades bacterianas también son las 

responsables de la placa y la caries [70].  
 

- Infecciones pulmonares: la formación de biofilms en el tracto respiratorio está 

asociada a la reducción gradual de la diversidad de la microbiota natural [62]. En la 

FQ, los pacientes producen un moco viscoso ideal para la formación de biofilms 

[73, 74], siendo colonizados por Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae 

en las primeras etapas de vida [75]. Aunque los adultos pueden estar infectados 

por distintos microorganismos (Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas 

maltophilia, Aspergillus fumigatus, etc.), el 80% de los pacientes adquiere P. 

aeruginosa en la adolescencia tardía [73]. La presencia prolongada de P. 

aeruginosa genera inflamación crónica y daño tisular, que disminuye 

progresivamente la función pulmonar [75]. De manera similar, pacientes con 

Enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) o Bronquiectasia no asociada 

a fibrosis quística (BQ) presentan infecciones persistentes y exacerbaciones 

relacionadas con biofilms de H. influenzae, S. aureus y P. aeruginosa [62, 74]. 
 

- Heridas crónicas: En algunas ocasiones el crecimiento de microorganismos 

interrumpe el proceso de curación y promueve inflamación, generando heridas 

crónicas [75]. Estas incluyen úlceras de pie diabético, úlceras por presión y úlceras 

venosas, y por lo general se asocian con biofilms de S. aureus, Staphylococcus 

epidermidis y P. aeruginosa [70, 75]. 

https://www-sciencedirect-com.sire.ub.edu/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/achromobacter-xylosoxidans
https://www-sciencedirect-com.sire.ub.edu/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stenotrophomonas-maltophilia
https://www-sciencedirect-com.sire.ub.edu/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stenotrophomonas-maltophilia
https://www-sciencedirect-com.sire.ub.edu/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/aspergillus-fumigatus
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- Endocarditis: Heridas en el endotelio cardíaco pueden propiciar la formación de 

biofilms por parte de microrganismos oportunistas que causan daño en las 

válvulas del corazón [70]. Los biofilms además de dificultar el correcto 

funcionamiento de las válvulas cardíacas (naturales y prótesis), pueden desprender 

células que pueden actuar como una fuente de infección continua del torrente 

sanguíneo e incluso alcanzar nuevos sitios de colonización en el cerebro, riñones 

y extremidades [75]. Los microorganismos asociados a esta condición pertenecen 

a los géneros Staphylococcus, Candida, Pneumococci, Streptococcus, entre otras 

[70].  
 

- Osteomielitis: Infecciones bacterianas en los huesos pueden provocar respuestas 

de células del sistema inmune que complican y permiten la propagación de la 

infección en el tejido óseo [70]. El microorganismo más aislado en esta rara 

condición en pacientes adultos es S. aureus (75% de los casos), pero otras especies 

recurrentes incluyen Streptococci, Enterococci, Enterobacteria, Mycobacteria y P. 

aeruginosa [62, 70, 73].  

3.2 Estrategias para combatir biofilms 

El impacto de los biofilms en la salud humana y su importancia a nivel global se debe en 

gran parte a los mecanismos de resistencia y tolerancia que poseen (Sección 1.4). Los 

tratamientos convencionales fueron diseñados para células plantónicas, siendo, por lo 

general, inefectivos en la erradicación de los biofilms [28, 33]. Por tal motivo, la 

comunidad científica trabaja constantemente en el desarrollo de alternativas terapéuticas 

que puedan sobrepasar los desafíos del tratamiento de estas comunidades, ya sea de 

manera independiente o como complemento a los antimicrobianos tradicionales [33].  

3.2.1 Prevención 

Las estrategias de prevención de biofilms se enfocan en encontrar agentes que interfieran 

en el proceso de formación, interrumpiendo el ciclo en las etapas iniciales para impedir el 

desarrollo de biofilm maduros. En este escenario, moléculas inhibidoras del quorum 

sensing y bloqueadores de adhesinas y elementos de movilidad (pilis y flagelos) 

interfieren en la adhesión de microorganismos a la superficie y la producción de la ECM 

[76-79].  
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Además, para prevenir la aparición de biofilms en dispositivos médicos, se han desarrollado 

estrategias de recubrimiento de las superficies con agentes antimicrobianos o anti-

adhesivos. Así mismo, se han realizado modificaciones de las superficies e incluido nuevos 

biomateriales que dificultan la adhesión de los microorganismos [28, 80-82]. 

3.2.2 Erradicación 

Diferentes estrategias para la eliminación de biofilms una vez establecidos han sido 

propuestas. De acuerdo con el mecanismo de acción, se encuentran (Figura 7): 

 

Figura 7. Principales estrategias para la erradicación de biofilms. Imagen modificada de Blanco-

Cabra et al. (2024) [33] en Biorender. 
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- Remoción física: la eliminación física del biofilm mediante técnicas de irrigación 

con chorros de agua y desbridamiento son comunes en el manejo de heridas, 

infecciones orales e infecciones en las articulaciones [83]. Dentro de esta categoría 

también se incluye la remoción de dispositivos médicos infectados mediante las 

cirugías de revisión [84]. 
 

- Daño estructural: Enzimas capaces de degradar componentes de la ECM (Sección 

1.2) afectan la integridad del biofilm (proteasas, DNasas, glucosidasas, enzimas 

producidas por bacteriófagos, etc.) [33, 82, 85]. Como consecuencia, los biofilms 

se desprenden de las superficies y la permeabilidad de los medicamentos aumenta, 

incrementando la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos. 

Debido a variaciones en la composición de la ECM propias de cada especie, cócteles 

de enzimas combinados con antibióticos han sido propuestos [84, 85]. 
 

- Reducción de la biomasa celular: Diferentes mecanismos de inducción de muerte 

celular tienen actividad antibiofilm. En primer lugar, los agentes antimicrobianos 

incluyen compuestos naturales (fitoquímicos, péptidos antimicrobianos, aceites 

esenciales, etc.), compuestos químicos (pequeñas moléculas, compuestos de plata, 

queladores, etc.) e incluso algunas moléculas identificadas mediante la 

reasignación del uso de medicamentos (drug repurposing en inglés), como 

algunos quimioterápicos [33, 67, 86-88]. También podemos mencionar el uso de 

estímulos externos locales con efectos citotóxicos, como la terapia fotodinámica, 

el voltaje, el plasma no térmico, etc. [67, 82-84, 88, 89]. Y finalmente, el uso de 

bacteriófagos o bacterias predadoras que reconocen y lisan bacterias [67, 83, 85]. 
 

- Inhibición del quorum sensing: moléculas que bloquean y/o alteran las señales de 

comunicación microbiana pueden llevar a la disgregación y el desprendimiento del 

biofilm [82, 89].  

De la mano de la identificación de nuevos tratamientos de erradicación, se han 

desarrollado sistemas de liberación de medicamentos (Drug delivery systems en inglés) 

[84]. Los cuales aumentan la estabilidad, biodisponibilidad y seguridad de los compuestos, 

con la posibilidad de hacer liberación controlada de las moléculas en el sitio diana en 

algunos casos [84]. En este escenario, el uso de nanosistemas (nanopartículas, liposomas, 

micelas, dendrímeros, etc.) continúa siendo una aproximación prometedora para el 

manejo de infecciones ocasionados por biofilms [82, 90].
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4. Microorganismos en las infecciones por biofilms 

El modo de vida en forma de biofilm, tanto en tejidos como en dispositivos médicos, se ha 

convertido en un mecanismo clave de la virulencia de patógenos oportunistas [71]. Las 

infecciones por estos agentes se dan tras la ruptura de las barreras cutáneas o mucosas 

(traumas, heridas, cirugías, implantes de dispositivos médicos, etc.), la disrupción de la 

microbiota protectora (esquemas de antibióticos o medicamentos citostáticos) o 

alteraciones en los mecanismos de defensa inmunológica (inmunosupresión, diabetes 

mellitus, defectos de remoción de moco en pacientes con FQ, etc.) [91-95]. 

A continuación, se describe brevemente el impacto clínico, los factores de virulencia y las 

características de los biofilms de P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans y Candida parapsilosis, 

microorganismos utilizados en los estudios realizados en esta tesis. Finalmente, se exponen 

las interacciones hongo-bacteria presentes en los biofilm inter-reino de C. albicans con P. 

aeruginosa y S. aureus. 

4.1 Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa es una de las bacterias Gram-negativas potencialmente más peligrosas para 

la salud humana. Causa infecciones en un amplio rango de sitios del cuerpo, que incluyen 

VAP, BSIs, SSIs, UTIs, queratitis, infecciones pulmonares crónicas, otitis media y heridas 

crónicas [91, 96-98]. Es el cuarto patógeno más frecuentemente aislado, siendo 

responsable de aproximadamente el 8% de las heridas crónicas y el 2-6% de las BSIs [99]. 

Recientemente, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha incluido a P. aeruginosa 

resistente a carbapenémicos como patógeno de prioridad alta para la investigación y 

desarrollo de nuevos antibióticos [100]. 

4.1.1 Factores de virulencia 

El proceso de colonización de P. aeruginosa involucra factores de virulencia (Figura 8) que 

incluyen las estructuras de movilidad: el flagelo y el pili tipo IV [91, 93]. Estos apéndices, 

junto a las lectinas y las enzimas neuraminidasas intervienen en la adhesión a las superficies 

[91, 93, 101-104]. Posteriormente, un arsenal de enzimas y toxinas le permiten romper las 

barreras físicas de los tejidos y evadir la respuesta inmune, acciones necesarias en el 

proceso de invasión [91, 93, 103, 104]. En esta etapa de infección aguda distintas proteasas 

extracelulares (elastasas y proteasa alcalina), así como moléculas citotóxicas (Exotoxina A 
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y cianuro) y hemolíticas (Fosfolipasa C y ramnolípidos) son de suma importancia [91, 93, 

102-104]. Incluyendo sideróforos y proteínas que permiten captar el hierro del ambiente 

(piochelina y piocianina) [91, 93]. En esta tarea, los sistemas de secreción permiten a la 

bacteria adaptarse, sobrevivir y explotar el microambiente del huésped, aumentando la 

severidad de las infecciones [93, 98, 103]. Por ejemplo, el Sistema de Secreción Tipo III 

(T3SS, por sus siglas en inglés) [93, 98] produce ExoS y ExoU. Moléculas responsables de 

inducir apoptosis, romper uniones célula-célula y presentar actividad citotóxica [105-109]. 

Por otra parte, la capacidad de formar biofilms es crucial en la patogénesis de P. aeruginosa 

[91, 93, 101, 103]. Las infecciones crónicas resultan de adaptaciones en el sistema quorum 

sensing, que disminuyen la producción de moléculas nocivas y priorizan la expresión de 

proteínas necesarias para el establecimiento y el mantenimiento de biofilms [93, 101, 102, 

110-112].  

Finalmente, los mecanismos de resistencia antimicrobiana de esta bacteria incluyen la 

producción de enzimas (β-lactamasas y enzimas modificadoras de aminoglucósidos), 

porinas de alta restricción y bombas de eflujo [91, 113, 114]. Por lo que es naturalmente 

resistente a antibióticos aminoglucósidos, β-lactámicos y quinolonas. Lo que no excluye la 

posibilidad de adquirir resistencia genotípica a otros fármacos (cefalosporinas, 

fluoroquinolonas y carbapenémicos) [113, 114]. La variedad de mecanismos hace posible 

la aparición de cepas resistentes a diferentes antibióticos simultáneamente [115, 116]. 

 

Figura 8. Principales factores de virulencia de P. aeruginosa. Imagen creada en Biorender. 
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4.1.2 Biofilms 

La presencia de biofilms de P. aeruginosa está relacionada con el empeoramiento de la 

enfermedad y el pronóstico del paciente [117]. La ECM está compuesta por tres 

polisacáridos: Psl, Pel y alginato [101, 118]. Psl y Pel son importantes en la adhesión a la 

superficie y la integridad del biofilm, pues ambas moléculas confieren protección frente a 

antibióticos [101, 119-122]. Cuando el biofilm madura, Psl se localiza en la periferia de la 

estructura 3D, que en P. aeruginosa ha sido descrita como en forma de champiñón 

(mushroom-like) [96, 101]. La protección de Psl puede extenderse a células que no lo 

producen, incluyendo otras especies, actuando como “un bien común” [121]. El alginato, 

un polímero cargado negativamente, también desempeña un rol importante en la 

protección y maduración del biofilm [101]. Su producción está relacionada con el fenotipo 

mucoide, el cual influye en las propiedades viscoelásticas del biofilm y es muy importante 

en las infecciones pulmonares, ya que genera alta impermeabilidad a los antibióticos  [101, 

117, 123]. 

Otro componente fundamental de estos biofilms es el ADNe, que desempeña una gran 

variedad de funciones (Sección 1.2) [101]. Además, la interacción del ADNe con Pel 

aumenta la solidez de la estructura del biofilm [101]. De la misma manera, proteínas 

extracelulares como citoadesinas, lectinas, y apéndices (flagelos y fimbrias tipo IV) son 

importantes en la formación del biofilm [96]. 

4.2 Staphylococcus aureus 

La bacteria Gram-positiva S. aureus es el primer agente causal de BSIs y endocarditis [94, 

124]. No obstante, también causa infecciones osteoarticulares, neumonía, infecciones de 

la piel, infecciones asociadas a dispositivos médicos, entre otras, que pueden derivar en 

sepsis [94, 125].  

4.2.1 Factores de virulencia 

S. aureus posee una gran variedad de factores de virulencia que le permiten desarrollar 

infecciones (Figura 9), incluyendo mecanismos ingeniosos de evasión del sistema inmune 

[94]. Cuando las infecciones tienen lugar en la piel o los pulmones, la bacteria forma 

rápidamente abscesos [94]. Mientras que, cuando entra en la sangre, produce toxinas 

citolíticas (toxina α, leucotoxinas, hemolisina ϒ, modulinas solubles en fenol, etc) que 
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causan inflamación, atacan al sistema inmune, alteran la coagulación y comprometen la 

integridad vascular [94, 126-128]. Dentro del amplio repertorio de moléculas tóxicas, la 

toxina α es muy importante en la patogénesis de S. aureus [94, 129-132]. Forma poros en 

las células y rompe las uniones célula-célula, causando daño tisular [94, 126, 133].  

Alternativamente, S. aureus puede aprovecharse del mecanismo de fagocitosis de las 

células del sistema inmune y usar neutrófilos y monocitos para viajar desapercibido por el 

torrente sanguíneo [94]. De esta manera, puede colonizar nuevos nichos de infección [94]. 

Su supervivencia intracelular es el resultado de moléculas y enzimas que combaten el daño 

por especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), como la estafiloxantina, la 

superóxido dismutasa, la catalasa, la lactato deshidrogenasa, entre otras [94, 134-139]. 

Este microorganismo también produce proteasas que degradan péptidos antimicrobianos 

(AMPs, por sus siglas en inglés) [94, 140] y DNasas que le protegen de las trampas 

extracelulares de neutrófilos (NETs, por sus siglas en inglés) [94, 141]. Al igual que proteínas 

que interfieren con la deposición de inmunoglobulinas (SpA, Sbi y SSL10) e inhiben el 

sistema del complemento (SCIN, Efb, Ecb, SdrE, Cna, Eap y SSL7), dificultando el proceso 

de opsonización necesario para la fagocitosis [94, 126, 142-155]. Adicionalmente, produce 

superantígenos (SAgs), cuyo efecto a largo plazo altera la respuesta inmune. Esto puede 

ocasionar la proliferación de células T autorreactivas que resultan en el desarrollo o 

exacerbación de enfermedades autoinmunes crónicas [156]. La presencia de SAgs también 

se han asociado con infecciones del tracto respiratorio, como rinosinusitis crónica, asma y 

EPOC [157]. Otros mecanismos de evasión del sistema inmune incluyen la formación de 

cápsulas, producción de la Adesina Intercelular de Polisacáridos (PIA, por sus siglas en 

inglés) y la formación de biofilms [94, 128, 158-161]. Sin embargo, es importante 

mencionar que el modo de vida de biofilm implica cambios de expresión génica que 

disminuyen la virulencia bacteriana y propician la cronicidad de la infección [162]. 

La expresión de todos estos factores de virulencia depende de reguladores 

transcripcionales globales que responden a condiciones ambientales específicas [94, 163]. 

El sistema mejor estudiado es el gen accesorio regulador (agr), que regula la expresión de 

factores de virulencia de acuerdo a la densidad celular [94, 163]. Este sistema es sensible a 

factores ambientales como el pH, ROS, y disponibilidad de ribosas [163-168]. La molécula 

efectora es el RNAIII, la cual a su vez codifica para la toxina δ e induce la sobre expresión 

de la toxina α, proteasas, hemolisinas y lipasas [163].  
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Figura 9. Principales factores de virulencia de S. aureus. Imagen creada en Biorender. 

Por otra parte, S. aureus cuenta con mecanismos de resistencia antibiótica que 

contribuyen en su patogenicidad, aunque no son necesarios, pues existen cepas 

susceptibles con elevada virulencia. Por ejemplo, la Secuencia tipo 398, que causa 

infecciones fatales [169, 170]. Dentro de las cepas de esta bacteria la resistencia a β-

lactámicos y quinolonas está ampliamente distribuida [171]. Las cepas de S. aureus 

resistentes a meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés) son asociadas a mayor morbilidad, 

tiempos de hospitalización y mortalidad [171, 172]. Y aunque uno de los antibióticos de 

última línea es la vancomicina, cepas altamente resistentes o con resistencia intermedia 

han sido reportadas [171, 173, 174]. 

4.2.2 Biofilms 

S. aureus lleva a cabo la adhesión a las superficies mediante componentes de superficie 

microbiana que reconocen moléculas de matriz adhesivas (MSCRAMM, por sus siglas en 

inglés), incluyendo la proteína FnBPA [94, 175]. Tanto la adhesión como la formación 

temprana de los biofilms son controlados por el regulador global SarA [162, 175]. La 

maduración del biofilm incluye la producción de una ECM compuesta principalmente por 

ácidos teicoicos, proteínas (microbianas y del huésped) y ADNe. Algunas células incluyen 

la producción de PIA [94, 128]. La estructura tridimensional es el resultado conjunto de la 

acción surfactante de las modulinas solubles en fenol y la actividad degradativa de 
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exoenzimas [94, 176]. Una vez los biofilm alcanzan el quorum poblacional, el sistema agr 

aumenta la expresión de enzimas y factores de virulencia que ayudan en el proceso de 

dispersión y equipan las células para combatir con el sistema inmune [128, 162, 177-180]. 

4.3 Candida albicans 

Las especies de Candida son responsables de la mayoría de infecciones causadas por 

hongos [95]. C. albicans es el tercer agente causal de BSIs nosocomiales, con una tasa de 

mortalidad de hasta el 50% [39, 181]. La mayor fuente de candidemia es la traslocación por 

la barrera intestinal, ya que este microrganismo coloniza la mucosa del tracto digestivo 

[182, 183]. Además su presencia en la piel, mucosa oral y mucosa genital puede 

desencadenar infecciones locales como la onicomicosis, candidiasis orofaríngea, esofágica 

y vulvovaginal [95]. 

4.3.1 Factores de virulencia 

La amplia distribución de C. albicans en los diferentes microambientes del cuerpo humano 

se debe a diferentes rasgos que le confieren flexibilidad y adaptabilidad (Figura 10). En 

primer lugar, la capacidad para alternar entre diferentes morfotipos: blastosporas, 

pseudohifas e hifas. Las hifas participan en la invasión de los tejidos, incluyendo el torrente 

sanguíneo, mediante la expresión de moléculas perjudiciales [95]. El repertorio involucra 

proteasas (Saps), lipasas (LIPs) y toxinas como la hemolisina y candidalisina que causan 

daño en los epitelios e inducen la respuesta inmune [95, 184, 185]. El proceso de 

filamentación puede ser activado por distintos estímulos ambientales como el pH, la 

temperatura y la falta de nutrientes [185, 186]. Así mismo, el peptidoglicano o N-

acetilglucosamina (GlcNAc) de la pared bacteriana puede inducir el proceso de 

morfogénesis [185, 186].  

Además de la forma, este hongo puede adaptar su metabolismo dependiendo de los 

nutrientes disponibles [95, 185, 187-195]. Fuentes de carbono alternativas en condiciones 

de escasez de glucosa incluyen ácidos carboxílicos, aminoácidos y GlcNAc [187]. C. albicans 

también puede evadir la respuesta del sistema inmune y resistir a diferentes tipos de 

estrés (oxidativo, nitrosativo, osmótico y térmico) [95, 185]. Por ejemplo, uno de los 

mecanismos de evasión consiste en enmascarar componentes de la pared celular o alterar 

su composición. A esto se le suma su gran diversidad genética, resultado del ciclo sexual 

de algunas cepas, cambios de ploidía y mutaciones [185].  
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Figura 10. Principales factores de virulencia de C. albicans. Imagen creada en Biorender. 

Por otra parte, C. albicans puede adherirse a diferentes superficies mediante adhesinas e 

invasinas (Als y Hwp1) [95]. Lo que está directamente relacionado con su capacidad de 

formar biofilms estructuralmente complejos [184, 196]. A su vez, el modo de vida de 

biofilm induce la expresión de bombas de eflujo que le confieren resistencia a azoles [197]. 

Así mismo, la ECM reduce la eficacia de los antifúngicos (azoles, equinocandinas y polienos) 

[19, 39, 197, 198], proceso en el cual las vesículas extracelulares son relevantes [199-201]. 

4.3.2 Biofilms 

El impacto clínico de C. albicans se debe a la elevada virulencia y mayor mortalidad que 

ocasionan los biofilms [39]. El ciclo de formación está estrechamente relacionado con el 

proceso de morfogénesis [95, 202]. La blastóspora participa en el proceso de adhesión a 

las superficies, pero la inducción de la filamentación es clave para el crecimiento, 

maduración y estructura del biofilm. Las hifas sirven de soporte para otros tipos de células, 

incluyendo las pertenecientes a otras especies [39]. La ECM está compuesta por proteínas 

(55%), polisacáridos (25%), lípidos (15%) y ADNe (5%) [203]. Los principales polisacáridos 

son α-mananos, β-1,6-glucanos y β-1,3-glucanos [184]. Finalmente, las blastósporas 

vuelven a generarse en la etapa de dispersión, para colonizar nuevas superficies. 
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4.4 Candida parapsilosis 

C. parapsilosis es responsable del 20-25% de las infecciones sistémicas en España [204]. 

Dentro de los grupos de riesgo más importantes se encuentran los neonatos con nutrición 

parenteral, los adultos en unidades de cuidado intensivo y los recipientes de trasplantes de 

órganos [205, 206]. Esta levadura es reconocida por su alta transmisión, siendo muy 

importante en el contexto intrahospitalario [206]. Dentro de las infecciones a las que ha 

sido asociada se encuentra peritonitis, endoftalmitis, endocarditis y artritis séptica [207]. 

4.4.1 Factores de virulencia 

En general, la tasa de mortalidad asociada a C. parapsilopsis es baja, siendo considerada 

menos virulenta que C. albicans y otras especies de Candida [205, 206, 208, 209]. No 

obstante, el panorama podría cambiar en los próximos años debido al aumento en la 

resistencia a antifúngicos [206, 210-212]. C. parapsilosis posee intrínsicamente menor 

susceptibilidad a las equinocandinas que otras especies de Candida [197, 205]. Sin 

embargo, la resistencia a los azoles suele ser más frecuente, con una tendencia global al 

alza [205, 206, 210, 211, 213, 214].  

Al igual que C. albicans, C. parapsilosis posee una gran variedad de factores de virulencia 

(Figura 11), incluyendo la adhesión a distintas superficies, y la subsecuente formación de 

biofilms [205, 206, 215, 216]. Estos factores son determinantes en la efectividad 

terapéutica, pues el modo de vida de biofilm puede conferirle a esta levadura resistencia a 

los azoles y anfotericina B [205]. El proceso de filamentación da origen a pseudohifas, pero 

no a hifas [205]. La morfogénesis es estimulada por factores ambientales, así como la 

presencia de ciertos aminoácidos [205, 217]. Las pseudohifas son más resistentes que las 

blastósporas frente a los ataques de los macrófagos e inducen mayor daño celular in vitro 

[218, 219]. 

La plasticidad metabólica de C. parapsilosis incluye el metabolismo de hidroxibencenos, 

hidroxibenzoatos y ftalatos, estos últimos presentes en materiales plásticos de uso médico 

[205]. Además, el arsenal de esta levadura incluye compuestos inmunomoduladores y 

enzimas hidrolíticas, como las aspartil proteasas (Saps) y lipasas (LIPs) [205, 215]. Sumado 

a estrategias de evasión del sistema inmune, como la capacidad de sobrevivir 

intracelularmente en fagocitos y células endoteliales [205]. 
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Figura 11. Principales factores de virulencia de C. parapsilosis. Imagen creada en Biorender. 

4.4.2 Biofilms 

C. parapsilosis forma biofilms rápidamente en presencia de soluciones ricas en glucosa o 

lípidos [220]. El ciclo de formación también requiere del proceso de filamentación [215]. 

Sin embargo, debido a la incapacidad de formar hifas, los biofilms de C. parapsilosis son 

descritos como menos complejos y más delgados que los biofilms de C. albicans [205]. 

Además, otra diferencia significativa es que la ECM está compuesta principalmente por 

carbohidratos y pocos niveles de proteína [215]. 

4.5 Biofilms inter-reino 

La diversidad de la microbiota humana favorece las interacciones inter-especie y la 

formación de biofilms polimicrobianos (Sección 1.1) [207, 221]. A su vez, la complejidad de 

las interacciones inter-especie puede influenciar el comportamiento de los miembros de la 

comunidad, incluyendo su virulencia y susceptibilidad a agentes externos [44, 222-225]. 

Además, la respuesta inmune difiere entre biofilms mixtos y biofilm monomicrobianos 

[222]. Como resultado, las infecciones derivadas de los consorcios multiespecie conllevan 

un reto terapéutico importante, aumentando la incertidumbre de la respuesta del paciente 

y la progresión de la enfermedad [39, 207, 221-223, 225, 226]. 
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Los hongos son una parte considerable de la biomasa de la microbiota humana, ya que  

aunque se encuentran en menor proporción, pueden ser 100 veces más grandes que las 

bacterias [227]. C. albicans es el hongo patógeno aislado más frecuentemente en las 

infecciones hongo-bacteria, incluyendo aquellas relacionadas con la formación de biofilms 

en la piel, los pulmones, la cavidad oral, el tracto gastrointestinal y la mucosa genital (Figura 

12) [207, 221, 223]. El 27% de las BSIs nosocomiales causadas por C. albicans son 

polimicrobianas y suelen presentar mayor morbilidad y mortalidad [207, 223, 228]. 

 

Figura 12. Principales especies bacterianas co-aisladas con C. albicans de acuerdo con el lugar de 

infección. Imagen creada en Biorender. 
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La presencia de C. albicans en los biofilms inter-reino ha sido asociada con distintos 

procesos que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis de la comunidad 

microbiana [39]. Esto incluye proveer superficies de adhesión en las hifas, generar 

microambientes hipóxicos, aumentar la biomasa del biofilm y reducir la susceptibilidad a 

los antimicrobianos [13, 39, 221, 225, 229]. En diferentes infecciones orales, la presencia 

de C. albicans se describe como un potencial “cómplice activo”[229, 230]. Así mismo, su 

presencia en biofilms del tracto gastrointestinal se asocia con mayor mortalidad [207]. En 

otros escenarios, como las heridas o las infecciones pulmonares crónicas, el papel de los 

hongos generalmente se ignora, pues no se ha descifrado completamente [196, 226, 227]. 

La dificultad de discernir si la presencia de C. albicans en muestras clínicas significa 

contaminación, colonización o causa de infección aumenta la complejidad del tema. 

Por estas razones es imprescindible el estudio de los consorcios hongo-bacteria implicados 

en las infecciones. El entendimiento de las interacciones inter-especie ayudará en el 

desarrollo y mejoramiento de las estrategias terapéuticas [39, 207, 221, 223, 224]. 

4.5.1 Candida albicans – Pseudomonas aeruginosa 

Estos dos microorganismos son co-aislados frecuentemente de catéteres, heridas e 

infecciones pulmonares crónicas [39, 223]. Distintas interacciones han sido descritas entre 

ambas especies dentro de los biofilms polimicrobianos (Figura 13). En primer lugar, P. 

aeruginosa se adhiere a las hifas de C. albicans, y tras la secreción de distintos factores de 

virulencia (Fosofolipasa C, ROS, C12AHL), causa la muerte celular de los filamentos [39, 

223]. Por su parte, C. albicans secreta farnesol, lo que inhibe la producción de moléculas 

tóxicas de P. aeruginosa (Piocianina y PQS), favoreciendo su supervivencia y afectando la 

movilidad de la bacteria [39, 223].  

Otros procesos antagónicos entre estas especies incluyen la competencia por hierro. P. 

aeruginosa produce agentes quelantes, mientras que C. albicans incrementa los procesos 

de internalización [39, 226]. Estudios en pez cebra y ratones han demostrado que las 

interacciones de competencia entre este dúo aumentan la virulencia de los biofilms mixtos, 

e induce la formación de células mutantes dentro de ellos [223, 231, 232].  

No obstante, algunas interacciones pueden ser beneficiosas para ambos microorganismos 

y perjudiciales para el huésped. Por ejemplo, cuando los biofilms mixtos son formados en 

modelos in vitro dinámicos (Sección 2.1.2), hay un mayor crecimiento de ambas especies 

en comparación con sus contrapartes monomicrobianas [233]. La producción de fenazinas 
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por P. aeruginosa promueve la producción de etanol en C. albicans, que a su vez aumenta 

la producción de fenazinas, resultando en un incremento en la biomasa de P. aeruginosa 

[221]. El etanol además favorece la supresión de la respuesta inmune por parte de P. 

aeruginosa [234]. Adicionalmente, ambas especies pueden utilizar el ácido araquidónico 

para producir eicosanoides como la prostaglandina E2 [223]. Estas moléculas influencian la 

progresión de la infección, ya que modulan la respuesta inmune [235]. 

La asociación de estos dos microorganismos en biofilms también confiere resistencia a 

meropenem y fluconazol [223]. La protección de P. aeruginosa frente al antibiótico está 

dada por la ECM de C. albicans (mananos y glucanos). Mientras que la resistencia al 

antifúngico está dada por adaptaciones metabólicas inducidas por la secreción de 3-oxo-

C12-HSL por parte de P. aeruginosa. Sin embargo, la presencia de P. aeruginosa puede 

aumentar la susceptibilidad de C. albicans a anfotericina B (AmB) y un nuevo tipo de AMPs 

denominados cerageninas [226]. 

4.5.2 Candida albicans – Staphylococcus aureus 

Este dúo ha sido aislado de infecciones relacionadas con biofilms, como periodontitis, 

heridas crónicas, FQ, queratitis, endocarditis, infecciones asociadas a dispositivos médicos 

y BSIs [207, 228, 236]. Por lo general, la asociación de estas dos especies es catalogada 

como cooperativa e incluye distintos tipos de interacciones (Figura 13). 

S. aureus se une a la adhesina Als3 de C. albicans, lo que puede favorecer la diseminación 

de la bacteria mediante dos mecanismos: 1) Las hifas atraen células fagocíticas que la 

bacteria usa como medio de transporte y/o 2) las hifas penetran en los tejidos profundos, 

llevando consigo células de S. aureus. Ambos mecanismos pueden desencadenar en una 

infección sistémica [207, 236]. Otros beneficios que C. albicans proporciona a S. aureus 

incluyen estimulación en el crecimiento y protección frente a distintos antibióticos 

(vancomicina, doxiciclina, nafcilina y oxacilina) [207, 221, 236]. Aunque concentraciones 

altas de farnesol reducen la viabilidad y formación de biofilms de S. aureus, dosis medias o 

bajas causan estrés oxidativo, activando bombas de eflujo y enzimas reductoras que 

confieren resistencia a vancomicina y ROS [223, 236, 237]. 

Por su parte, el peptidoglucano de la pared celular de S. aureus puede inducir la formación 

de hifas y potencialmente, la formación de biofilms de C. albicans [238, 239]. Así mismo, 

S. aureus puede producir lactato para inhibir la filamentación e inducir el 
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enmascaramiento de β-glucanos, dos estrategias que favorecen la evasión del sistema 

inmune [223, 238]. 

Finalmente, la presencia simultánea de C. albicans y S. aureus en infecciones 

intraabdominales (IAI, por sus siglas en inglés) ocasionan lo que se describe como 

“sinergismo letal” [236]. C. albicans aumenta la virulencia de S. aureus mediante la 

activación del sistema agr y la producción de la toxina α, lo que deriva en mayor 

morbilidad y mortalidad [133, 239-242]. Siendo importante también el aumento en la 

producción de citoquinas por parte del huésped [238]. 

 

Figura 13. Principales interacciones de C. albicans con P. aeruginosa y S. aureus. Imagen creada en 

Biorender. 
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Objetivos 

Este trabajo se enfoca en la comprensión de los biofilms como resultado de las 

interacciones entre especies y el medio ambiente, con el fin de identificar variables 

importantes para su estudio in vitro y entender variaciones en la virulencia. Los objetivos 

generales y específicos se enumeran a continuación: 

1. Determinar la influencia de diferentes variables en las características de biofilms 

monomicrobianos y polimicrobianos. 

1.1 Evaluar el impacto del medio de cultivo en la formación, susceptibilidad y 

virulencia de biofilms de C. parapsilosis. 

1.2 Evaluar la importancia del primer colonizador en biofilms de C. albicans y P. 

aeruginosa. 

2. Estudiar las interacciones microbianas de C. albicans con las bacterias patógenas P. 

aeruginosa y S. aureus. 

3. Establecer métodos para evaluar la eficacia de terapias antibiofilm. 

3.1 Evaluar tinciones de viabilidad y vitalidad en biofilms de C. parapsilosis. 

3.2 Desarrollar una nueva tecnología para la evaluación de la susceptibilidad de 

biofilms. 
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Informes 

Informe sobre el factor de impacto 

Yo, el Dr. Eduard Torrents, en mi calidad de director y tutor de la presente tesis, declaro 

que el estado y factor de impacto de los artículos incluidos en la misma, a la fecha de su 

presentación, son los que se detallan a continuación. Además, resalto que todos los 

artículos ya publicados lo han sido en revistas científicas internacionales incluidas en el 

Journal Citation Reports y pertenecen al primer tercil de su área de conocimiento. 

• El artículo 1 “Culture media influences Candida parapsilosis growth, 

susceptibility, and virulence” fue publicado en diciembre de 2023 en la revista 

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, con un factor de impacto de 4.6 

(Q1) para el año 2023 en la categoría de microbiología. 
 

• El artículo 2 “Who arrived first? Priority effects on virulence and susceptibility of 

Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa dual biofilms” se presenta como 

manuscrito sometido en la revista Communications Biology (COMMSBIO-24-

3873), con un factor de impacto 5.2 (Q1) para el año 2023 en la categoría de 

biología. Una versión pre-print (no sometida a revisión por pares) está disponible 

en el repositorio Research Square. 
 

• El artículo 3 “Candida albicans enhances Staphylococcus aureus virulence by 

progressive generation of new phenotypes” se presenta como manuscrito 

sometido en la revista Current Research in Microbial Sciences (CRMICR-D-24-

00290), con un factor de impacto de 4.8 (Q1) para el año 2023 en la categoría de 

microbiología. Una versión pre-print (no sometida a revisión por pares) está 

disponible en el repositorio bioRxiv. 
 

• El artículo 4 “Died or not dyed: Assessment of viability and vitality dyes on 

planktonic cells and biofilms from Candida parapsilosis” fue publicado en marzo 

de 2024 en la revista Journal of Fungi, con un factor de impacto de 4.2 (Q1) para 

el año 2023 en la categoría de micología. 
 

• El artículo 5 “A new BiofilmChip for testing biofilm formation and antibiotic 

susceptibility” fue publicado en agosto de 2021 en la revista npj Biofilms and 
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Microbiomes, con un factor de impacto de 8.5 (Q1) para el año 2021 en la categoría 

de microbiología. 

Adicionalmente, se presenta en calidad de anexos dos artículos originales, un artículo de 

revisión y un capítulo de un libro, en los cuales la doctoranda ha participado durante el 

transcurso de su tesis. Aunque estos no se relacionan directamente con los objetivos 

presentados, pertenecen al campo de estudio de los biofilms, por lo que consideramos 

relevante su inclusión. Con respecto al artículo de revisión y al capítulo del libro, por 

motivos de espacio, la sección de anexos expone únicamente la información requerida para 

su consulta. 

• El artículo 6 “Antimicrobial and antibiofilm activity of human recombinant H1 

histones against bacterial infections” fue publicado en octubre de 2024 en la 

revista mSystems (mSystems00704-24), con un factor de impacto 5.0 (Q1) para el 

año 2023 en la categoría de microbiología.  
 

• El artículo 7 “Accessing the In vivo efficiency of clinically isolated phages against 

uropathogenic and invasive biofilm-forming Escherichia coli strains for phage 

therapy” fue publicado en enero de 2023 en la revista Cells, con un factor de 

impacto de 5.1 (Q2) para el año 2023 en la categoría de biología celular.  
 

• El artículo de revisión “Nanomedicine against biofilm infections: A roadmap of 

challenges and limitations” fue publicado en febrero de 2024 en la revista Wiley 

Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechnology, con un factor de 

impacto de 6.9 (Q1) para el año 2023 en la categoría nanociencia y nanotecnología. 
 

• El capítulo de libro “Methods for studying biofilms: Microfluidics and translation 

in the clinical context” fue publicado en mayo de 2023 en el volumen 53 Biofilms 

de la serie de libros de Methods in Microbiology.  

 

 

 
 

Dr. Eduard Torrents Serra 

Director y tutor de la tesis  
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Informe de participación en los artículos  

Yo, el Dr. Eduard Torrents, declaro que la doctoranda Betsy Verónica Arévalo Jaimes ha 

participado en todos los artículos que forman parte de su tesis, tal como se detalla a 

continuación: 

• En el artículo 1, “Culture media influences Candida parapsilosis growth, 

susceptibility, and virulence”, Verónica es la primera autora, ya que participó 

activamente en el diseño, ejecución y análisis de todos los experimentos. 

Adicionalmente, es la responsable de la escritura del manuscrito. La Dra. Núria 

Blanco-Cabra ayudó en la optimización de la formación de los biofilms y Joana 

Admella en el diseño y supervisión de los experimentos con el modelo animal 

Galleria mellonella. Por esta razón, este artículo podrá formar parte de la tesis de 

Joana Admella, en formato anexo. 
 

• En el artículo 2, “Who arrived first? Priority effects on virulence and susceptibility 

of Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa dual biofilms”, Verónica es la 

primera autora, ya que participó activamente en el diseño, ejecución y análisis de 

todos los experimentos. Adicionalmente, es la responsable de la escritura del 

manuscrito. No obstante, este artículo podrá formar parte de la tesis de Joana 

Admella, en formato de anexo, por su colaboración en los experimentos que 

involucraban el uso de la línea celular A549. 
 

• En el artículo 3, “Candida albicans enhances Staphylococcus aureus virulence by 

progressive generation of new phenotypes”, Verónica es la primera autora, ya 

que participó activamente en el diseño, ejecución, análisis de todos los 

experimentos y adicionalmente, es la responsable de la escritura del manuscrito. 
 

• En el artículo 4, “Died or not dyed: Assessment of viability and vitality dyes on 

planktonic cells and biofilms from Candida parapsilosis”, Verónica es la primera 

autora, ya que participó activamente en el diseño, ejecución, análisis de todos los 

experimentos y adicionalmente, es la responsable de la escritura del manuscrito. 
 

• En el artículo 5, “A new BiofilmChip for testing biofilm formation and antibiotic 

susceptibility”, Verónica figura como segunda autora, ya que participó en el 

proceso de validación de la impedancia como medida de lectura del dispositivo y 
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su aplicación en muestras clínicas. Adicionalmente, participó en la revisión del 

manuscrito. La autoría principal del trabajo la comparten las Dras. Núria Blanco-

Cabra y María José López quienes diseñaron el dispositivo, optimizaron la 

formación de biofilms y realizaron el análisis de datos y la escritura del manuscrito. 

Por tal razón, una versión previa no publicada de este artículo fue incluida como 

manuscrito en la tesis de Núria Blanco-Cabra en el 2020. 
 

• En el artículo 6, “Antimicrobial and antibiofilm activity of human recombinant H1 

histones against bacterial infections”, Verónica es la primera autora, ya que 

participó activamente en el diseño, ejecución y análisis de los experimentos de 

susceptibilidad antimicrobiana y antibiofilm de las histonas. Además, es la 

responsable de la escritura del manuscrito. El proceso de expresión, purificación y 

caracterización de las histonas fue realizado en el laboratorio de las Dras. Alicia 

Roque e Inmaculada Ponte. Mientras que los experimentos de Western-blot 

fueron realizados por Mónica Salinas-Pena en el laboratorio del Dr. Albert Jordan.   
 

• En el artículo 7, “Accessing the In vivo efficiency of clinically isolated phages 

against uropathogenic and invasive biofilm-forming Escherichia coli strains for 

phage therapy”, Verónica figura como quinta autora, ya que solo participó en la 

evaluación de los bacteriófagos usando biofilms en continuo (Figura 5). Este 

artículo podrá formar parte de la tesis de Joana Admella como anexo, por su 

participación en los experimentos que involucraban el uso de G. mellonella. 
 

• En el artículo de revisión, “Nanomedicine against biofilm infections: A roadmap of 

challenges and limitations”, Verónica figura como segunda co-autora ya que es la 

responsable de la escritura de la sección 2.4. Además, participó activamente en la 

revisión de la totalidad del manuscrito. 
 

• En el capítulo de libro, “Methods for studying biofilms: Microfluidics and 

translation in the clinical context”, Verónica figura como primera co-autora ya que 

es la responsable de la escritura de la sección 4. Además, participó activamente en 

la revisión de la totalidad del manuscrito. 

 

Dr. Eduard Torrents Serra 

Director y tutor de tesis
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Abstract  

Historical processes in community assembly, such as the arrival order of species, 

strongly influence their interactions causing priority effects. Candida albicans and 

Pseudomonas aeruginosa are frequently co-isolated from biofilm-based infections of the 

skin, lungs, and medical devices. Their relationship, predominantly antagonistic, involves 

physical and chemical interactions. However, the presence and implications of priority 

effects among these microorganisms remain largely unexplored. Here, we developed dual 

biofilms with differing inoculation times for each species and assessed the resulting 

microbial communities' in vitro virulence and susceptibility. Our findings showed that the 

inoculation order impacts biofilm composition, structure, virulence, and antimicrobial 

susceptibility. The first colonizer had an advantage for surface colonization. Consecutive 

colonization increased biofilm virulence and negated C. albicans’ protective effect on P. 

aeruginosa PAET1 against meropenem treatment. Finally, we propose N-acetylcysteine as 

an adjuvant for treating C. albicans and P. aeruginosa interkingdom infections, working 

independently of priority effects. 

 

Keywords: polymicrobial interactions, first colonizer, co-infections, antifungal treatment, 

N-acetylcysteine, interkingdom biofilms, fungi-bacteria. 
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Introduction 

Fungi and bacteria colonization of various body microenvironments leads to 

interkingdom polymicrobial infections, which are common in the oral cavity, 

gastrointestinal system, skin, respiratory tract, and urinary tract 1,2. The most prevalent 

fungal pathogen in constant interaction with a diverse array of bacteria is Candida albicans 
2. Moreover, most human infectious diseases are caused by biofilm-forming pathogens, 

which can colonize biotic surfaces and medical devices 1. C. albicans is particularly known 

for its propensity to form biofilms independently or in conjunction with other 

microorganisms 3. 

C. albicans and Pseudomonas aeruginosa are frequently co-isolated from biofilm-

based infections of the skin, lungs, and medical devices 4. The relationship between these 

microorganisms involves physical and chemical interactions and is predominantly classified 

as antagonistic 1. However, their polymicrobial biofilms have reported virulence and 

susceptibility advantages 1, highlighting that interactions within microbial communities are 

complex and dynamic 5. In pulmonary co-infections of C. albicans and P. aeruginosa, the 

clinical impact of the fungal species remains incompletely understood 6. Experimental and 

clinical observations suggest that the presence of Candida may contribute to respiratory 

diseases, albeit indirectly 7. However, there is currently insufficient clinical data to support 

antifungal treatment following Candida identification 7. 

Mixed-species biofilms pose a significant clinical challenge due to their difficulty in 

diagnosis and treatment 3. Interspecies interactions within polymicrobial biofilms are 

relevant for host-response, drug resistance, and disease progression 3. For example, in 

polymicrobial biofilms, Candida acts as a physical scaffold for bacteria attachment and 

growth, creates hypoxic microenvironments that protect anaerobic bacteria, and produces 

an extracellular matrix that shields bacteria from antibiotics 1,8,9. However, most biofilm 

studies focus on single species.  

Studies in microbial ecology have revealed that historical processes in community 

assembly, such as the order and time of species arrival to a habitat, strongly influence 

species interaction 10,11. These interactions, termed priority effects, have been observed in 

mammalian gut and skin microbiomes, as well as in fungal-bacterial biofilms 5,11. In vitro and 

ex-vivo biofilm experiments with C. albicans and bacteria found in chronic wound infections 

have shown that priority effects increase the relative abundance of early colonizers at the 
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expense of late colonizers 5. However, the presence of priority effects on dual biofilms of C. 

albicans and P. aeruginosa and their implications remain largely unexplored. 

 Therefore, this study aimed to evaluate whether priority effects influence the virulence 

of C. albicans and P. aeruginosa polymicrobial biofilms and explore therapeutic strategies 

for their treatment. We developed dual biofilms with differing inoculation times for each 

species and studied the resulting microbial communities. We found that priority effects 

influence biofilm structure and composition. In addition, successive colonization increased 

biofilm virulence and negated C. albicans’ protective effect on P. aeruginosa PAET1 against 

meropenem treatment. Our findings shows that priority effects impact significantly the 

virulence and susceptibility of resulting biofilms, underscoring the importance of C. albicans 

presence in interkingdom biofilms. 

Results 

Composition and structure of C. albicans and P. aeruginosa biofilms with different 

inoculation times 

We devised a protocol to obtain polymicrobial biofilms of C. albicans and P. aeruginosa 

PAET1 with different inoculation orders (Fig. 1a). The CFUs count revealed differences in 

polymicrobial communities composition. P. aeruginosa PAET1 biomass (CFUs per mL) is 

significantly higher when it is the early colonizer (1Pa2Ca) compared to the other 

polymicrobial conditions (1Ca2Pa and CaPa) and the monomicrobial control (Pa) (Fig. 1a 

and Supplementary Table 1). This translates into a higher relative abundance (97.75%) of P. 

aeruginosa PAET1 in the 1Pa2Ca condition, compared to the 86-89% reported in 1Ca2Pa 

and CaPa conditions (Fig. 1b). Notably, no significant differences in the total number of 

CFUs per mL (sum of both P. aeruginosa PAET1 and C. albicans CFUs per mL) were observed 

within the different polymicrobial biofilms (Fig. 1b and Suplemmentary Table 1).  

However, it is important to consider that C. albicans cells are larger than bacteria cells, 

resulting in biofilms where fungal growth accounts for a significant portion of biofilm 

structure (Fig. 2). Notably, C. albicans was primarily found in blastospore morphology under 

all conditions. The differences in biomass composition reported by CFUs counting were also 

observed in the microscopy images, with more bacteria cells present in the 1Pa2Ca 

condition (Fig. 2a). Overall, bacteria size allowed P. aeruginosa PAET1 to be located within 

Candida cells, reaching the surface regardless of the inoculation order (Fig. 2b). Notably, 

variations in bacteria distribution along biofilm layers were observed among conditions. 
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Fig. 1 Composition of dual biofilms of C. albicans (Ca, grey) and P. aeruginosa PAET1 (Pa, green) 
according to the inoculation time of each species. a Protocol of the biofilm development process of 
each polymicrobial biofilm condition and the monomicrobial controls with their respective biomass 
cell quantification (Log CFUs per mL). Initial inoculum size was 106 CFUs per mL for both t0 and t1. 
Asterisks indicate statistically significant differences among all conditions in an Ordinary two-way 
ANOVA with Tukey’s multiple comparison test (∗p-value <0.05 and ∗∗p-value <0.01). b Relative 
abundance of each species and total number of CFUs per mL (mean) in the polymicrobial and 
monomicrobial biofilms. The experiments were conducted 8 times. Data are represented as mean ± 
standard deviation. 

When P. aeruginosa PAET1 was added earlier (1Pa2Ca), bacterial cells formed a thick 

bottom layer (Fig. 2b), covering almost all the abiotic surface and reducing the space for C. 

albicans attachment (Fig. 2c). In contrast, in the condition where C. albicans was added 

earlier (1Ca2Pa), the bacteria had less abiotic surface available to attach, resulting in a 

bottom layer that was less thick and dense (Fig. 2b). This caused that P. aeruginosa PAET1 

to use C. albicans as a biotic surface for attachment, leading to a more pornounced cell-to-

cell interaction between the interkingdom species (Fig. 2c) and a greater distribution of the 

bacteria along all biofilm layers (Fig. 2b). Conversely, when both microorganisms were 

inoculated simultaneously (CaPa), the species competed for atachment to the abiotic 

surface, favoring intra-species aggregation, observed as clusters of cells, over inter-species 

interaction (Fig. 2c). This resulted in an overlap of C. albicans and P. aeruginosa PAET1 

throughout biofilm layers (Fig. 2b). Moreover, the higher competitive behaviour among the 
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microorganisms in this polymicrobial condition (CaPa )represented a higher mortality for C. 

albicans compared to its monomicrobial biofilm (Ca) (Supplementary Fig. 1), resulting in 

polymicrobial biofilms that were less thick than the others (Fig. 2b). 

 
Fig. 2 Dual biofilms of C. albicans (Ca, grey) and P. aeruginosa PAET1 (Pa, green) according to the 
inoculation time of each species. a Z-stacks, b orthogonal views and c zoomed snapshots of confocal 
laser images for each biofilm condition. Microorganisms were visualized using the P. aeruginosa 
PAET-GFP strain and the dye Calcofluor white. Images were processed using the Zeiss software. The 
scale bar represents 20 µm in panel a and b, and 10 µm in panel c. 1Ca2Pa= Biofilm formed with an 
initial inoculum of C. albicans followed by addition of P. aeruginosa PAET1 6 h later. 1Pa2Ca= Biofilm 
formed with an initial inoculum of P. aeruginosa PAET1 followed by C. albicans addition 6 h later. 
CaPa= biofilm formed with an initial inoculum with both species. Ca= monomicrobial biofilm of C. 
albicans. Pa= monomicrobial biofilm of P. aeruginosa. 
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Virulence assessment of C. albicans and P. aeruginosa biofilms with different inoculation 

times 

To evaluate whether the resulting priority effects induce virulence variations of the 

polymicrobial biofilms, early staged biofilms (20-24 h) were formed on top of A549 alveolar 

cells (Fig. 3). In these experiments, polymicrobial biofilms were generated from an inoculum 

of ~105 CFUs per mL, while the monomicrobial controls were formed from inoculum of ~105 

CFUs per mL (Ca 1x and Pa 1x) and ~106 CFUs per mL (Ca 2x and Pa 2x). In this way, we could 

evaluate the impact of inoculum size on the final biomass of each microorganism by 

comparing the monomicrobial biofilms 1x to 2x (Fig. 3a). We found that halving the 

inoculum size did not affect the obtained number of CFUs per mL from P. aeruginosa PAET1 

biofilms (Supplementary Table 1). However, the reduction of the inoculum had a 

statistically significant effect on C. albicans biofilms, causing a decrease of ~1 Log10 CFUs 

per mL in Ca 1x compared to Ca 2x (Supplementary Table 1). 

Next, we assessed whether the inclusion of eukaryotic cells in the in vitro model 

induced alterations in the biomass of each species. We compared the biomass of Ca and Pa 

monomicrobial biofilms from Fig. 1a protocol to Ca 2x and Pa 2x monomicrobial biofilms 

from the Fig. 3a protocol. No statistically significant differences were observed in the final 

number of CFUs per mL for either microorganism under both conditions (Supplementary 

Table 1). These protocols used the same inoculum size for bacteria and fungi; however, the 

experiments that included eukaryotic cells (Fig. 3) were incubated for half the time 

compared to those that did not (Fig. 1) (24 h vs 48 h for C. albicans and 20 h vs 42 h for P. 

aeruginosa PAET1). This indicates that the inclusion of eukaryotic cells stimulates 

microorganism growth in monomicrobial biofilms of C. albicans and P. aeruginosa PAET1. 

Fig. 3 showed that the 1Pa2Ca condition formed in the presence of eukaryotic cells 

retained a significantly higher biomass of P. aeruginosa PAET1 compared to the other 

polymicrobial biofilms (Fig. 3a and Supplementary Table 1). In terms of total CFUs per mL, 

no statistically significant differences were reported among the three polymicrobial 

biofilms (Fig. 3b and Supplementary Table 1). However, the composition of the 

polymicrobial communities was different when eukaryotic cells were included in the 

experiment. The relative abundance of P. aeruginosa PAET1 in the 1Ca2Pa condition 

decreases to 75% but reaches almost 100% in CaPa and 1Pa2Ca, compared to biofilms 

formed directly on the plate (Fig. 3b vs Fig 1b). 
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Fig. 3 Composition of early-stage biofilms of C. albicans (Ca, gray) and P. aeruginosa PAET1 (Pa, 
green) on top of A549 cells according to the inoculation time of each specie. a Protocol of the 
biofilm formation process for each polymicrobial biofilm condition and the monomicrobial controls, 
with their respective biomass quantification (Log CFUs per mL). Inoculum size was specified for each 
condition without variation among t0 and t1. Asterisks indicate statistically significant differences 
among conditions in an Ordinary two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison tests (∗p-value 
<0.05 and ∗∗p-value <0.01). b Relative abundance of each species and total number of CFUs per mL 
(Mean) in the polymicrobial and monomicrobial biofilms. The experiments were conducted 4 times. 
Data are represented as mean ± standard deviation. 1Pa2Ca= Biofilm formed with an initial inoculum 
of P. aeruginosa PAET1 followed by C. albicans addition 6 h later. CaPa= biofilm formed with an initial 
inoculum with both species. Ca 1x= monomicrobial biofilm of C. albicans. Pa 1x= monomicrobial 
biofilm of P. aeruginosa. Ca 2x = monomicrobial biofilm of C. albicans from inoculum at double 
concentration of Ca 1x. Pa 2x= monomicrobial biofilm of P. aeruginosa from inoculum at double 
concentration of Pa 1x. 

After biofilm characterization, we focused on the viability evaluation of the A549 

cells (Fig. 4). Observing the morphologies of the infected eukaryotic cells compared to the 

control, we noticed different alterations that led to cell death in some cases (dark cells in 

Fig. 4a). In general, infected cells appeared to be expanded, particularly in the conditions 

Pa 1x, Pa 2x, and 1Pa2Ca. The quantification of the viability of A549 cells by trypan blue (Fig. 

4b) showed that all monomicrobial biofilms decreased cell viability in ~0.1-0.4 log10, with 
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Fig. 4 Viability assessment of A549 cells with early-stage dual biofilms of C. albicans (Ca) and P. 
aeruginosa PAET1 (Pa) according to the inoculation time of each species. a Images of A549 cells 
detached and stained with trypan blue at the end of the experiment. Dark cells indicate cell death. 
Scale bar of 10 µm. b Quantifying the viability reduction of A549 cells (ΔLog10 cells per mL) after the 
biofilm formation process compared to uninfected cells. Asterisks indicate statistically significant 
differences among conditions in an Ordinary one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test 
(∗∗p-value <0.01; ∗∗∗p-value < 0.001; ∗∗∗∗p-value < 0.0001). c Graphical representation of the 
multiple linear regression model of viability reduction. The experiments were conducted 4 times. 
Data are represented as mean ± standard deviation. 1Pa2Ca= Biofilm formed with an initial inoculum 
of P. aeruginosa PAET1 followed by C. albicans addition 6 h later. CaPa= biofilm formed with an initial 
inoculum with both species. Ca 1x= monomicrobial biofilm of C. albicans. Pa 1x= monomicrobial 
biofilm of P. aeruginosa. Ca 2x = monomicrobial biofilm of C. albicans from inoculum at double 
concentration of Ca 1x. Pa 2x= monomicrobial biofilm of P. aeruginosa from inoculum at double 
concentration of Pa 1x. 
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the highest values reported for Ca 2x but without statistical significance (Supplementary 

Table 1). Regarding the polymicrobial biofilms, those formed by simultaneous colonization 

(CaPa) showed a viability reduction similar to the monomicrobial controls (0.35 log10 cells 

per mL). However, the scenario changes when biofilms were formed by successive 

colonization. When P. aeruginosa was added first (1Pa2Ca), the log10 reduction in cell 

viability reached 0.63, indicating that these biofilms are statistically significantly more 

virulent than the monomicrobial biofilms  (Supplementary Table 1). But, when C. albicans 

was the early colonizer (1Ca2Pa), the reduction in cell viability increases to 1.07 log10 cells 

per mL, making this condition the most virulent compared to all the others (Supplementary 

Table 1). 

Finally, we created a multiple linear regression model to establish if viability 

differences were associated with the quantity of fungal cells per bacteria cells present in 

the polymicrobial community. We found a high goodness of fit of the model (r2=0.9918), in 

which each parameter was statistically significant: CFUs per mL of P. aeruginosa PAET1 (p-

value= 0.0281), CFUs per mL of C. albicans (p-value= 0.0127), and the interaction of CFUs 

per mL of both microorganisms (p-value= 0.0003). This can be clearly seen in Fig. 4c, where 

an increase in the number of CFUs per mL in both Ca (y-axis) and Pa (x-axis) led to higher 

mortality of A549 cells (higher viability reduction). Likewise, in polymicrobial biofilms, the 

interaction of the quantity of both microorganism also accounts for higher virulence of the 

interkingdom communities than the monomicrobial counterparts. 

Treatment response of C. albicans and P. aeruginosa biofilms with different inoculation 

times 

Considering that priority effects of C. albicans and P. aeruginosa dual biofilms 

involved virulence differences, we decided to explore the response of the polymicrobial 

biofilms against a 15 h treatment with conventional antimicrobials (Fig. 5a). Each biofilm 

condition, monomicrobial and polymicrobial, had an untreated control that allowed us to 

calculate the change in the Log10 CFUs per mL of the treated samples. Thus, a higher change 

represents a more significant reduction in the Log10 CFUs per mL and, therefore, higher 

susceptibility of the evaluated microorganism to the treatment. 

We found that meropenem (MER) at 5 µg per mL has the same effect on P. 

aeruginosa PAET1 when grown in the polymicrobial biofilms 1Ca2Pa and 1Pa2Ca, compared 

to Pa monomicrobial control (Fig. 5b and Supplementary Table 1).  However, a decrease in 
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Fig. 5 Susceptibility assessment of C. albicans (Ca, grey) and P. aeruginosa PAET1 (Pa, green) in 
dual biofilms according to the inoculation time of each species. a Protocol of biofilm formation 
process and treatment of each polymicrobial biofilm condition and their monomicrobial controls. 
Inoculum size was 106 CFUs per mL for both t0 and t1. Quantification of the biomass reduction of 
each microorganism (ΔLog CFUs per mL) after treatment with b Meropenem (MER) at 5 µg per mL, 
c Caspofungin (CAS) at 5 µg per mL, d Meropenem and caspofungin (MER + CAS) and e Meropenem, 
caspofungin and N-acetylcysteine at 1 mg per mL (MER + CAS + NAC). Asterisks indicate statistically 
significant differences among conditions in an Ordinary two-way ANOVA with Tukey’s multiple 
comparison test (∗p-value <0.05; ∗∗p-value <0.01; ∗∗∗p-value < 0.001 and ∗∗∗∗p-value < 0.0001). 
The experiments were conducted 4 times. Data are represented as mean ± standard deviation. 
1Pa2Ca= Biofilm formed with an initial inoculum of P. aeruginosa PAET1 followed by C. albicans 
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addition 6 h later. CaPa= biofilm formed with an initial inoculum with both species. Ca= 
monomicrobial biofilm of C. albicans. Pa= monomicrobial biofilm of P. aeruginosa. 

susceptibility to this antibiotic was found in the condition CaPa. On the other hand, C. 

albicans susceptibility to caspofungin (CAS) at 5 µg per mL was reduced in all polymicrobial 

biofilms in comparison to Ca (Fig. 5c and Supplementary Table 1). When both antimicrobial 

agents were given simultaneously (Fig. 5d), we observed that the variation in susceptibility 

to MER found in  P. aeruginosa PAET1 in the CaPa biofilm was lost, but the decreased 

response to CAS in C. albicans polymicrobial biofilms remained (Fig. 5d and Supplementary 

Table 1).  

We went further and added the mucolytic agent N-acetylcysteine (NAC) at 1 mg per 

mL to the previous combined treatment (Fig. 5e). As a result, no differences in susceptibility 

of P. aeruginosa PAET1 and C. albicans were longer observed between the polymicrobial 

biofilms and their monomicrobial counterparts (Supplementary Table 1). In the case of P. 

aeruginosa PAET1, NAC acted as a potent antimicrobial by itself (Supplementary Fig. 2a) or 

as an adjuvant on the antibiotic treatment (Supplementary Fig. 2b) of monomicrobial and 

polymicrobial biofilms. On the contrary, the concentration used of NAC did not have a 

relevant antifungal activity by itself (Supplementary Fig. 2a and Supplementary Table 1). 

Moreover, the adjuvant effect of NAC observed in the combined therapies MER + CAS + 

NAC (Fig. 5d) and NAC + CAS (Supplementary Fig. 2c) was restricted to the polymicrobial 

biofilms (Supplementary Table 1). This suggests that the decrease in susceptibility to CAS is 

associated with the protection that the P. aeruginosa matrix confers to C. albicans. As can 

be observed in the Supplementary Fig. 3, most ECM polysaccharides in the polymicrobial 

biofilms appear to be secreted by P. aeruginosa PAET1. 

Discussion 

The coexistence of multiple pathogenic species in the same host can lead to higher 

virulence, increasing disease risk and severity, compared to monomicrobial infections 12,13. 

The order in which microorganisms infect the host strongly influences their interactions 12. 

Depending on the system, the first or second arriver could have advantages that favor 

survival 12. However, the priority effects of pathogen coexistence have been little explored.  

In this study, we studied polymicrobial biofilms of C. albicans and P. aeruginosa 

PAET1 with different inoculation times. CFUs counts and microscopy images showed that 

being the first colonizer confers an advantage for surface adhesion and further biofilm 
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development in polymicrobial biofilms. This is clearly observed in the 1Pa2Ca condition, 

where P. aeruginosa PAET1 arrival reduces the potential adhesion sites for C. albicans, 

resulting in the domination of the community composition by the bacteria (Fig. 1-3). This 

exclusion effect occurs naturally in the gastrointestinal and vaginal tracts, where local 

microbiota restricts C. albicans colonization 14. It has also been reported in vitro with 

bacteria from burn wounds 5. 

When fungi arrive first (1Ca2Pa), the percentage of C. albicans in the community 

composition increased in comparison with the other polymicrobial biofilms (Fig. 1, and 

more markedly in Fig. 3), but P. aeruginosa PAET1 continued dominating in number. We 

explain this bacterial dampening of the priority effects by their small size and ability to 

colonize fungal structures 5,15, allowing them to attach between and on top of C. albicans 

cells (Fig. 2). This reaffirms the scaffold role of C. albicans in polymicrobial biofilms by 

increasing the attachment surface, and the importance of including fungi in the study of 

microbial communities associated with disease 5. 

Lastly, in the situation of the synchronous arrival of bacteria and yeast (CaPa), both 

species compete for attachment to the underlying substrate, as previously reported for 

other C. albicans-bacteria interactions 5,16. This competition led to a patchy distribution of 

both microorganisms on the surface, with intra-species clumps (Fig. 2). Interestingly, in the 

CaPa condition, higher C. albicans death was observed, followed by 1Ca2Pa (Supplementary 

Fig. 1). This could indicate that P. aeruginosa PAET1 utilizes mechanisms that compromise 

fungal integrity to gain access to colonization space, supported by the antagonistic 

relationship described elsewhere among this duo 17-27.  

However, the clinical consequences of the association of C. albicans and P. 

aeruginosa remain unclear. Contradictory conclusions from in vivo studies range from 

reduction of virulence to synergy and enhanced mortality of co-infections compared to 

mono-infections 6. P. aeruginosa and C. albicans are frequently co-isolated from 

tracheobronchial samples, being more common in patients with cystic fibrosis (CF) and 

ventilator-associated pneumonia (VAP) 6,27-29. In both conditions, co-infection with this pair 

leads to reduced lung function, prolonged hospital stays, and higher intensive care unit 

mortality 27. For those reasons, we decided to include pulmonary epithelial cells in the 

model and evaluate virulence variations of the polymicrobial biofilms associated with 

priority effects.  
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The simultaneous inoculation of bacteria and fungi (CaPa) showed an increase in 

virulence compared to Ca or Pa biofilms (Fig. 4b), but it was not statistically significant. This 

disagrees with previous in vivo studies in pulmonary models that found higher biofilm 

biomass, virulence, and inflammation in polymicrobial biofilms of C. albicans and P. 

aeruginosa compared to their monomicrobial infections 30-34. We believe the discrepancy is 

due to the short duration of the experiment (20 h of inter-species interaction); prolonged 

exposure of the epithelial cells to biofilm growth would likely increase the magnitude of 

virulence differences. However, it is interesting to note that CaPa was the condition with 

more inter-species competition (Supplementary Fig. 1) but less virulence (Fig. 4b). 

On the other hand, biofilms formed by sequential inclusion of microorganisms 

produced a significant reduction in epithelial cell viability compared to the monomicrobial 

control, being 1Ca2Pa the most virulent group (Fig. 4b). This result is highly significant 

because co-infections in the real context are unlikely to be simultaneous 35. Previous work 

showed that mouse mortality is higher when preformed P. aeruginosa biofilms are 

inoculated with C. albicans than when they are not 32,36. Moreover, the addition of C. 

albicans to preformed biofilms of P. aeruginosa induces the expression of the bacterial 

genes mucA and psl, and higher inflammatory responses than mixed biofilms formed by 

simultaneous inoculation 32. In contrast, the effect of P. aeruginosa after C. albicans 

colonization is not that clear. Previous instillation of C. albicans protected mice against P. 

aeruginosa virulence (bacterial burden and lung injury), presumably by a priming effect 
28,37,38. Conversely, Roux et al. reported that previous instillation of C. albicans increases P. 

aeruginosa colonization, pneumonia development, and cytokine production in rats 39,40. In 

patients, C. albicans colonization of the respiratory tract was identified as a risk factor for 

Pseudomonas VAP 41,42.  

Our model showed that not only does the individual burden of each specie account 

for the virulence of polymicrobial biofilms, but also the community composition 

(interaction of both microorganisms’ biomass) (Fig. 4c). However, we do not know which 

type of priority effects are responsible for the increase in P. aeruginosa PAET1 virulence in 

the epithelial pulmonary cells after C. albicans colonization (1Ca2Pa) compared to its 

monomicrobial infection (Pa) (Fig. 4b). Described interactions between both 

microorganisms could play a role, such as C. albicans stimulation of P. aeruginosa 

expression of virulence factors (pyoverdine, phenazines and rhamnolipids) and biofilm 

formation 27,33,34,43. 
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Our results support the hypothesis of C. albicans as a co-conspirator in pulmonary 

infections, agreeing with previous studies that associate its presence in the respiratory tract 

with higher morbidity or mortality 44,45. However, the co-isolation of C. albicans and P. 

aeruginosa from respiratory samples does not consider antifungal administration unless 

there is histological evidence of fungal infection 27,28,46. Mainly due to the lack of agreement 

on the significance of C. albicans presence and inconclusive evidence on the 

implementation of antifungal treatment in humans 6,28,33,44,46,47. Therefore, C. albicans 

detection is usually assumed as colonization 46. Hoping to contribute to elucidating these 

questions, we tested whether priority effects influence microbial response to antibiotic and 

antifungal treatment, alone and in combination. 

We found that P. aeruginosa PAET1 susceptibility to MER decreases when its 

biofilm is formed concomitantly with C. albicans (CaPa) compared to when it is formed 

alone (Pa) (Fig. 5b). This effect has been reported before and was associated with the 

mannan and glucan polysaccharides of the extracellular matrix (ECM) 48. However, we 

found that the protective effect was abolished after the mixed antibiotic and antifungal 

treatment MER + CAS (Fig. 5b), suggesting some contribution of fungal activity. Surprisingly, 

this synergistic effect was not present in polymicrobial biofilms formed from the sequential 

addition of colonizers (1Ca2Pa and 1Pa2Ca) (Fig. 5b), showing that community priority 

effects can impact microbial antibiotic susceptibility. 

We also saw that in polymicrobial biofilms, P. aeruginosa PAET1 protects C. albicans 

from CAS treatment, regardless of the arrival time of colonizers (Fig. 5c). Combined 

antibiotic and antifungal treatment MER + CAS did not alter this effect (Fig. 5d), but the 

inclusion of NAC did (Fig. 5e), suggesting involvement of  P. aeruginosa PAET1 ECM rather 

than bacterial activity (Supplementary Fig. 3). More studies need to confirm these findings, 

but susceptibility changes derived from polymicrobial interactions are frequently 

associated with the extended protection of one species’ ECM for another 48-50.  

Nevertheless, as the history of colonization events can be patient-specific, 

treatments not affected by priority effects should be preferred in the management of 

polymicrobial biofilms. For these reasons, we reaffirm the inclusion of N-acetylcysteine as 

an exciting option in the treatment of C. albicans and P. aeruginosa co-infections, as 

previously reported 32. We believe that the inclusion of biofilm disrupting agents could help 

elucidate whether antifungals are required to eradicate interkingdom biofilms. Our study 

showed that MER + CAS combination did not significantly improve the reduction of both 
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microorganisms in any polymicrobial condition compared to MER treatment alone (Fig. 5b 

vs Fig. 5d). However, the comparison of MER treatment with NAC + MER and MER + CAS + 

NAC resulted in an increased reduction of at least 1 Log10 of CFUs per mL of P. aeruginosa, 

and C. albicans and P. aeruginosa, respectively, in all polymicrobial conditions (Fig. 5b vs 

Fig. 5e and Supplementary Fig. 2b). Whether the reduction in C. albicans biomass has 

clinical relevance in disease outcomes remains a question that needs to be answered.  

Our study confirms that priority effects modify community structure and function 
51,52, making it necessary to consider them in modeling in vitro systems. We recognize that 

the protocol used to assess biofilm virulence can be tested to extend the duration of biofilm 

growth and to evaluate the treatment effectiveness. But it allowed us to identify that 

sequential colonization favors microbial interactions that enhance virulence against 

alveolar epithelial cells, being more marked in the 1Ca2Pa condition. Contrary, the 

successive addition of species abolishes the protective effect of C. albicans to P. aeruginosa 

against MER. Finally, N-acetylcysteine could enhance the treatment efficacy of C. albicans 

and P. aeruginosa interkingdom infections, independently of the priority effects. 

Materials and methods 

Bacterial strains and growing conditions 

This study used two clinical isolates: Candida albicans 10045727 obtained from a 

patient with fungaemia 53 and Pseudomonas aeruginosa PAET1 from a cystic fibrosis patient 

with persistent infection 54. Additionally, P. aeruginosa PAET1 expressing the GFP plasmid 

pETS-PA was employed in imaging experiments 55. Bacteria were cultured at 37 ºC in Luria 

Bertani (LB) medium (Scharlab S.L.), while fungi were grown at 30 ºC in Yeast Petone 

Dextrose (YPD) medium consisting of 1% Yeast Extract (Gibco), 2% Meat Peptone (Scharlab 

S.L.), 2% D-glucose (Fisher Scientific S.L.). 

Biofilm formation 

 Overnight cultures (16 h at 200 rpm) of C. albicans (30 ºC) and P. aeruginosa PAET1 

(37 ºC) were centrifuged at 4000 rpm (Labnet Spectrafuge™ 6C) for 5 min and washed twice 

with Phosphate Buffer Saline 1X (PBS) (Fisher Scientific S.L.). Suspensions with a final optical 

density of λ = 550 nm (OD550) of 0.1 for yeast and 0.005 for bacteria, which corresponds to 

~106 Colony Forming Units per mL (CFUs per mL) of both microorganisms, were prepared 

in RPMI-1640 with L-glutamine without sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich) supplemented 
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with 0.2% D-glucose (referred to as RPMId). Then, suspensions were added to 96-well 

polystyrene plates with a flat bottom (Corning, USA). 

Three different protocols for polymicrobial biofilm formation were established 

based on the colonization order: 1) Initial inoculum of C. albicans followed by addition of P. 

aeruginosa PAET1 6 h later, referred to as 1Ca2Pa. 2) Initial inoculum of P. aeruginosa 

PAET1 followed by C. albicans addition 6 h later, referred to as 1Pa2Ca. 3) Initial inoculum 

with both species, referred to as CaPa. Monomicrobial biofilms of C. albicans and P. 

aeruginosa were included as controls and denoted as Ca and Pa, respectively (Figure 1A). 

To enhance adhesion to the surface, RPMId used for the initial inoculation (t0) was 

supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco). A PBS wash was performed 

before the second inoculation (t1). Biofilms were incubated at 37 ºC for a total time of 48 h, 

with an intermediate step of media renewal at 24 h. 

To quantify the resulting biomass from each biofilm protocol, wells underwent a 

PBS wash before the removal of biofilms using a pipette tip. The biofilm suspensions were 

then subjected to sonication in an ultrasonic bath (Branson 200 ultrasonic cleaner) for 5 

min, followed by 30 s vortexing to aid cell disaggregation. Serial dilutions were plated on LB 

and YPD agar for P. aeruginosa and C. albicans growth, respectively. CFUs were counted 

after 24 h. 

Microscopic characterization 

To observe the microscopic structure of biofilms, P. aeruginosa PAET1-GFP and C. 

albicans biofilms were formed on 8-well cell culture slides (SPL Life Sciences) following the 

protocol described above. The cell culture slides underwent an overnight pretreatment 

with FBS at 37 °C to enhance microorganism adhesion to the surface. The wells were 

washed with PBS before t0 to remove the excess of FBS.  

The cell culture slides were then incubated, and matured biofilms were visualized 

using a LSM 800 confocal scanning laser microscope (Zeiss).  P. aeruginosa PAET1 was 

visualized by the GFP plasmid, while C. albicans was stained with the chitin dye Calcofluor 

White (CW) (Thermo Fisher Scientific) at 10 M. Propidium Iodide from the LIVE/DEAD 

BacLight Bacterial Viability Kit (Thermo Scientific) was used to stain dead cells 

(compromised membranes) and Concanavalin A-Alexa Fluor 647 (Invitrogen) to stain 

polysaccharides of the extracellular matrix (ECM), according to manufacturer’s instructions. 

Images were processed using Zeiss software. 
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Virulence assessment 

 Differences in the virulence of early staged biofilms of C. albicans and P. aeruginosa 

PAET1 with distinct inoculation times were evaluated in vitro using the adenocarcinomic 

alveolar A549 cell line (ATCC CCL-185). Cells were cultured in T-75 tissue culture flasks 

(Thermo Fisher Scientific) and grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient 

mixture F12 (DMEM/F12; Thermo Fisher Scientific), supplemented with 10% (v/v) FBS 

(Thermo Fisher Scientific), 100 Units per mL of penicillin/streptomycin (Thermo Fisher 

Scientific) and 2.5 µg per mL of amphotericin B (Thermo Fisher Scientific). Cells were 

passaged and maintained in a humidified incubator at 37 ºC and 5% CO2 (ICOmed, 

Memmert). 

 For viability experiments, 2x105 cells per well were seeded in a 24-well plate (SPL Life 

Sciences) in Dulbecco’s Modified Eagle Medium and incubated at 37 ºC and 5% CO2 for 24 

h. On day 2, the media was changed to antibiotic and antifungal-free DMEM/F12 (only with 

10% FBS) to avoid any possible interferences with infection. On day 3, before cell infection, 

the media was replaced with DMEM/F12 supplemented with 10% FBS and 5% bovine serum 

albumin (BSA; Panreac Química S.L.U.). Cells were then infected with ~105 CFUs per mL of 

each microorganism from an overnight culture previously washed with PBS to obtain the 

three different polymicrobial biofilms based on the inoculation time (Figure 3A). Uninfected 

cells and cells infected with P. aeruginosa PAET1 (Pa 1x) and C. albicans (Ca 1x) alone served 

as controls. Additional controls of monomicrobial biofilms (Ca 2x and Pa 2x), where the 

concentration of the inoculum was doubled (~106 CFUs per mL), were included to discard 

mortality associated with higher infection load in polymicrobial biofilms. After 4 hours of t0, 

wells were washed with PBS, and t1 was performed. Biofilms were allowed to grow for a 

total of 24 h since t0. 

Subsequently, wells were washed once with PBS, and cells were detached by the 

addition of 0.2 ml of trypsin-EDTA at 0.25% (Thermo Fisher Scientific) for 10 minutes at 37 

ºC and 5% CO2. Following trypsin inactivation with 0.2 ml of antibiotic and antifungal-free 

media, 10 l of cell suspensions was mixed 1:1 with trypan blue and counted in a Neubauer 

chamber. Cell viability was calculated by averaging the count of live cells in 5 squares of the 

chamber, multiplied by 2 (dilution factor of the dye) and by 104 to obtain the number of 

cells per mL. The reduction in cell viability after infection was calculated by subtracting the 

base ten logarithms of viable cells per mL in infected wells from the control well (ΔLog10 

Viable cells per mL = Log10 Viable cells per mLControl - Log10 Viable cells per mLinfected). The 
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same detached and stained eukaryotic cells were visualized in differential interference 

contrast (DIC) to see morphological changes after infection, using a Nikon inverted 

fluorescent microscope ECLIPSE Ti–SperL100 (Nikon, Japan) coupled with a DS-Qi2 Nikon 

camera (Nikon, Japan). Images were processed with Image J Fiji software. 

In parallel, wells were processed to recover bacteria and fungi attached to cells. 

This involved washing wells thrice with PBS, before trypsin addition and inactivation. The 

suspensions were sonicated in an ultrasonic bath for 5 min and vortexed for 30 s.  Serial 

dilutions were plated onto LB and YPD agar for colony counting of P. aeruginosa PAET1 and 

C. albicans, respectively. 

Susceptibility Evaluation 

The antimicrobial susceptibility of polymicrobial biofilms according to the 

inoculation time of each species was assessed using the antibiotic meropenem (MER) at 5 

µg per mL (Sharlab, S.L.), the antifungal caspofungin (CAS) at 5 µg per mL (Merck Life 

Science), and the mucolytic N-acetylcysteine (NAC) at 1 mg per mL (Sigma-Aldrich), as well 

as their combinations (MER + CAS, NAC + MER, NAC + CAS, MER + CAS + NAC). Each biofilm 

condition included control wells treated with RPMId. 

 Biofilms were treated 24 h after t1 inoculation (Figure 5A). 15 h post-treatment, 

biofilms were washed and prepared for CFUs quantification as described in the “biofilm 

formation” section. The reduction in biomass after treatment was calculated by subtracting 

the base ten logarithms of CFUs per mL of treated samples from their respective control 

sample (ΔLog10 CFUs per mL = Log10 CFUs per mLControl - Log10 CFUs per mLTreated). 

Statistics and Reproducibility 

 Graphics and comparisons were conducted using GraphPad Prism v10. Statistical 

differences among the mean of conditions were evaluated by Unpaired t-test, One-way 

ANOVA or two-way ANOVA as appropriate and stated in each figure and Supplementary 

table 1. Correction for multiple comparisons was also included when required. In addition, 

a multiple linear regression model to explain variations in the viability reduction of the 

infected eukaryotic cells was created: A549 viability reduction (Δlog cells per mL) ~ 

Intercept + P. aeruginosa (CFUs per mL) + C. albicans (CFUs per mL) + P. aeruginosa (CFUs 

per mL): C. albicans (CFUs per mL). A significant level of p <0.05 was established for all tests. 
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Material Suplementario 

Supplementary Table 1. Detailed results of statistical comparisons. 

Comparison of 

interest 
Statistical test Variable 

Conditions 

compared 

Adjusted 

p-value 
Summary 

Fig. 1a 

 

Number of CFUs 

per mL of each 

microorganism 

in the different 

biofilms (n=8) 

 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

CFUs per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca 0.0067 ** 

Pa vs CaPa 0.9933 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa 0.9891 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.0017 ** 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.0266 * 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.8965 Ns 

CFUs per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca 0.7047 Ns 

Ca vs CaPa 0.9606 Ns 

Ca vs 1Ca2Pa 0.9968 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.9744 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.8841 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9974 Ns 

Fig. 1b 

 

Total number of 

CFUs per mL in 

the different 

biofilms (n=8) 

 

One-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Sum of CFUs per mL 

of P. aeruginosa 

PAET1 and C. 

albicans 

Pa vs 1Pa2Ca 0.0830 Ns 

Pa vs CaPa 0.9982 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa 0.7725 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.1528 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.5773 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9076 Ns 

Ca vs 1Pa2Ca <0.0001 **** 

Ca vs CaPa 0.0020 ** 

Ca vs 1Ca2Pa 0.0002 *** 

Ca vs Pa 0.0047 ** 

Fig. 3a 

Experiments 

with eukaryotic 

cells 

 

Number of CFUs 

per mL of each 

microorganism 

in 

monomicrobial 

controls with 

different 

Unpaired t-test 

 

Two-tailed p-

value 

Number of CFUs per 

mL of P. aureginosa  
Pa 1x vs Pa 2x 0.7524 Ns 

Number of CFUs per 

mL of C. albicans  
Ca 1x vs Ca 2x 

0.0359 

 
* 
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inoculum size 

(n=4) 

Fig. 1a and Fig. 

3a 

 

Number of CFUs 

per mL of each 

microorganism 

in 

monomicrobial 

controls with 

and without 

eukaryotic cells 

(n=4 and n=8) 

Mann-Whitney 

test 

Two-tailed p-

value 

Number of CFUs per 

mL of P. aureginosa 

Pa from Fig. 1a vs 

Pa 2x from Fig. 3a 
0.4606 Ns 

Unpaired t-test 

 

Two-tailed p-

value 

Number of CFUs per 

mL of C. albicans 

Ca from Fig. 1a vs 

Ca 2x from Fig. 3a 
0.6501 Ns 

Fig. 3a 

 

Number of CFUs 

per mL of each 

microorganism 

in the different 

biofilms (n=4) 

 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

CFUs per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa 1x vs 1Pa2Ca 0.0862 Ns 

Pa 1x vs CaPa 0.9998 Ns 

Pa 1x vs 1Ca2Pa 0.7781 Ns 

Pa 2x vs 1Pa2Ca 0.3756 Ns 

Pa 2x vs CaPa 0.9112 Ns 

Pa 2x vs 1Ca2Pa 0.3123 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.0354 * 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.0018 ** 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9340 Ns 

CFUs per mL of C. 

albicans 

Ca 1x vs 1Pa2Ca >0.9999 Ns 

Ca 1x vs CaPa >0.9999 Ns 

Ca 1x vs 1Ca2Pa >0.9999 Ns 

Ca 2x vs 1Pa2Ca 0.9357 Ns 

Ca 2x vs CaPa 0.9400 Ns 

Ca 2x vs 1Ca2Pa 0.9806 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa >0.9999 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa >0.9999 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa >0.9999 Ns 

Fig. 3b 

 

Total number of 

CFUs per mL in 

the 

polymicrobial 

biofilms (n=4) 

 

One-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Sum of CFUs per mL 

of P. aeruginosa 

PAET1 and C. 

albicans 

1Pa2Ca vs CaPa 0.4281 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.1865 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.8398 Ns 
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Fig. 4b 

 

Cell viability 

according to 

biofilm infection 

(n=4) 

One-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Reduction in cell 

viability 

Pa 1x vs 1Pa2Ca 0.0033 ** 

Pa 1x vs CaPa 0.6931 Ns 

Pa 1x vs 1Ca2Pa <0.0001 **** 

Pa 2x vs 1Pa2Ca 0.0022 ** 

Pa 2x vs CaPa 0.5861 Ns 

Pa 2x vs 1Ca2Pa <0.0001 **** 

Ca 1x vs 1Pa2Ca 0.0005 *** 

Ca 1x vs CaPa 0.2430 Ns 

Ca 1x vs 1Ca2Pa <0.0001 **** 

Ca 2x vs 1Pa2Ca 0.1581 Ns 

Ca 2x vs CaPa >0.9999 Ns 

Ca 2x vs 1Ca2Pa <0.0001 **** 

1Pa2Ca vs CaPa 0.1009 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.0026 ** 

CaPa vs 1Ca2Pa <0.0001 **** 

Fig. 5b 

 

Biofilms 

susceptibility to 

MER 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Changes in CFUs 

per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca 0.0750 Ns 

Pa vs CaPa 0.0001 **** 

Pa vs 1Ca2Pa 0.5727 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.1383 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.7399 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.0084 ** 

Changes in CFUs 

per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca 0.9936 Ns 

Ca vs CaPa 0.9999 Ns 

Ca vs 1Ca2Pa 0.9774 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.9989 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.9998 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9926 Ns 

Fig. 5c 

 

Biofilms 

susceptibility to 

CAS 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Changes in CFUs 

per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca >0.9999 Ns 

Pa vs CaPa 0.9901 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa >0.9999 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.9852 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa >0.9999 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9863 Ns 

Changes in CFUs 

per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca <0.0001 **** 

Ca vs CaPa <0.0001 **** 

Ca vs 1Ca2Pa <0.0001 **** 

1Pa2Ca vs CaPa 0.9807 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.9250 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9984 Ns 
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Fig. 5d 

 

Biofilms 

susceptibility to 

MER + CAS 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Changes in CFUs 

per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca 0.1992 Ns 

Pa vs CaPa 0.7134 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa 0.9875 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.8722 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.0753 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.4158 Ns 

Changes in CFUs 

per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca 0.0022 ** 

Ca vs CaPa <0.0001 **** 

Ca vs 1Ca2Pa <0.0001 **** 

1Pa2Ca vs CaPa 0.7670 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.3400 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9486 Ns 

Fig. 5e 

 

Biofilms 

susceptibility to 

MER + CAS 

+NAC 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Changes in CFUs 

per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca 0.6883 Ns 

Pa vs CaPa 0.9495 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa 0.2565 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.2763 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.0159 * 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.6610 Ns 

Changes in CFUs 

per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca 0.1635 Ns 

Ca vs CaPa 0.6683 Ns 

Ca vs 1Ca2Pa 0.9077 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.8583 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.5915 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9889 Ns 

Supplementary 

Fig. 2a 

 

Biofilms 

susceptibility to 

NAC 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Changes in CFUs 

per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca 0.9796 Ns 

Pa vs CaPa 0.7007 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa 0.6287 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.9488 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.3057 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.0788 Ns 

Changes in CFUs 

per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca 0.5387 Ns 

Ca vs CaPa 0.8906 Ns 

Ca vs 1Ca2Pa 0.3977 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.9671 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.9992 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9022 Ns 

Supplementary 

Fig. 2b 

 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

Changes in CFUs 

per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca 0.0033 ** 

Pa vs CaPa 0.7128 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa 0.4997 Ns 
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Biofilms 

susceptibility to 

NAC + MER 

comparisons 

test 

1Pa2Ca vs CaPa 0.0733 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.1491 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9967 Ns 

Changes in CFUs 

per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca 0.5054 Ns 

Ca vs CaPa 0.9878 Ns 

Ca vs 1Ca2Pa 0.9966 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.7963 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.3119 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.9167 Ns 

Supplementary 

Fig. 2c 

 

Biofilms 

susceptibility to 

NAC + CAS 

Two-way 

ANOVA with 

Tukey’s multiple 

comparisons 

test 

Changes in CFUs 

per mL of P. 

aureginosa PAET1  

Pa vs 1Pa2Ca 0.2889 Ns 

Pa vs CaPa 0.7565 Ns 

Pa vs 1Ca2Pa 0.7103 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.0253 * 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.0208 * 

CaPa vs 1Ca2Pa >0.9999 Ns 

Changes in CFUs 

per mL of C. 

albicans 

Ca vs 1Pa2Ca 0.7197 Ns 

Ca vs CaPa 0.9995 Ns 

Ca vs 1Ca2Pa 0.5181 Ns 

1Pa2Ca vs CaPa 0.5876 Ns 

1Pa2Ca vs 1Ca2Pa 0.9973 Ns 

CaPa vs 1Ca2Pa 0.3911 Ns 

n= Number, CFUs= Colony Forming Units, 1Pa2Ca= Biofilm formed with an initial inoculum of P. 
aeruginosa PAET1 followed by C. albicans addition 6 h later, CaPa= biofilm formed with an initial 
inoculum with both species, Ca= monomicrobial biofilm of C. albicans, Pa= monomicrobial biofilm of 
P. aeruginosa, Ca 1x = monomicrobial biofilm of C. albicans from experiments with eukaryotic cells, 
Pa 1x= monomicrobial biofilm of P. aeruginosa experiments with eukaryotic cells, Ca 2x = 
monomicrobial biofilm of C. albicans from experiments with eukaryotic cells with inoculum at double 
concentration of Ca 1x , Pa 2x= monomicrobial biofilm of P. aeruginosa from experiments with 
eukaryotic cells with inoculum at double concentration of Pa 1x. MER= Meropenem, CAS= 
Caspofungin, NAC= N-acetylcysteine 
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Suplementary Fig. 1 Dead cells (red) in biofilms of C. albicans (Ca, grey) and P. aeruginosa PAET1 
(Pa, white) according to the inoculation time of each species. Z-stacks and orthogonal views of 
confocal laser images for each biofilm condition are displayed. Microorganisms were visualized using 
the P. aeruginosa PAET1-GFP strain and the dye Calcofluor white. Dead cells were stained with 
Propidium iodide. Images were processed using the Zeiss software. The scale bar of 20 µm is 
consistent for all cases. 1Ca2Pa= Biofilm formed with an initial inoculum of C. albicans followed by 
the addition of P. aeruginosa PAET1 6 h later. 1Pa2Ca= Biofilm formed with an initial inoculum of P. 
aeruginosa PAET1 followed by C. albicans addition 6 h later. CaPa= biofilm formed with an initial 
inoculum with both species. Ca= monomicrobial biofilms of C. albicans. Pa= monomicrobial biofilm 
of P. aeruginosa. 

 

 

Supplementary Fig. 2 Quantification of the biomass reduction of each microorganism (ΔLog CFUs 
per mL) after treatment with a N-acetylcysteine (NAC) at 1 mg per mL, b N-acetylcysteine and 
meropenem at 5 µg per mL (NAC + MER) and c N-acetylcysteine and caspofungin (CAS) at 5 µg per 
mL (NAC + CAS). Asterisks indicate statistically significant differences among conditions in an 
Ordinary two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test (∗p-value <0.05; ∗∗p-value <0.01. 
The experiments were conducted 4 times. Data are represented as mean ± standard deviation. 
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Supplementary Fig. 3 Matrix content (extracellular polysaccharides) in C. albicans and P. 
aeruginosa biofilms. Orthogonal views (xz) of confocal laser images for each biofilm condition 
visualized using the P. aeruginosa PAET-GFP strain (green) and the dyes Calcofluor white (grey) and 
Concanavalin A-Alexa fluor 647 (red) to stain C. albicans and ECM carbohydrates, respectively. 
Images were processed using the Zeiss software. The scale bar of 10 µm is consistent for all cases. 
1Ca2Pa= Biofilm formed with an initial inoculum of C. albicans followed by addition of P. aeruginosa 
PAET1 6 h later. 1Pa2Ca= Biofilm formed with an initial inoculum of P. aeruginosa PAET1 followed 
by C. albicans addition 6 h later. CaPa= biofilm formed with an initial inoculum with both species. 
Ca= monomicrobial biofilm of C. albicans. Pa= monomicrobial biofilm of P. aeruginosa. 
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Abstract 

Candida albicans and Staphylococcus aureus have been co-isolated from several 

biofilm-associated diseases, including those related to medical devices. This association 

confers advantages to both microorganisms, resulting in detrimental effects on the host. 

To elucidate this phenomenon, the present study investigated colony changes derived from 

non-physical interactions between C. albicans and S. aureus. We performed proximity 

assays by confronting colonies of the yeast and the bacteria on agar plates at six different 

distances for 9 days. We found that colony variants of S. aureus originated progressively 

after prolonged exposure to C. albicans proximity, specifically in response to pH 

neutralization of the media by the fungi. The new phenotypes of S. aureus were more 

virulent in a Galleria mellonella larvae model compared to colonies grown without C. 

albicans influence. This event was associated with an upregulation of RNAIII and AgrA 

expression, suggesting a role for α-toxin. Our findings indicate that C. albicans enhances S. 

aureus virulence by inducing the formation of more aggressive colonies. 

Importance 

For decades, it has been known that C. albicans increase S. aureus virulence, 

resulting in a “lethal synergism”. However, it was only recently identified that this outcome 

is driven by the sustained activation of the staphylococcal agr system in response to C. 

albicans environmental modifications. Our experimental design allowed us to observe 

individual changes over time caused by the proximity of both microorganisms. As a result, 

we report for first time that C. albicans exposure induces the generation and favors the 

growth of S. aureus colony variants with increased expression of virulence factors. Our 

findings highlight the importance to understanding the intricate connection between 

environmental responses, virulence and fitness in S. aureus pathogenesis.  

Keywords: Galleria mellonella, polymicrobial interactions, interkingdom interactions, 

synergistic effects, proximity assay, agr system, mortality, pathogenicity 
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Introduction 

In the past, Koch’s postulates helped identify the etiological causes of several 

monomicrobial infections (1). Then, high-throughput genome sequencing techniques 

significantly expanded the notion of microbial biodiversity harbored within the body, 

revealing, for instance, more than 1000 species residing in the gut (1). Currently, it is 

recognized that the coexistence of multiple microorganisms in the same host niche fosters 

interactions among them that can drive disease onset and outcome (1). Furthermore, these 

complex communities can adopt the biofilm mode of life, secreting an extracellular matrix 

that surrounds and protects them from environmental attacks, including antimicrobial 

agents (1, 2) 

Among the polymicrobial infections, those involving the presence of fungi and 

bacteria are particularly significant in the clinical context (2). The yeast Candida albicans 

and the Gram-positive bacterium Staphylococcus aureus are among the most prevalent 

nosocomial pathogens responsible for severe morbidity and mortality (3). This duo is 

frequently present in intra-abdominal infections that can disseminate and produce 

systemic infections that are very difficult to treat (1, 2). Moreover, C. albicans and S. aureus 

have been co-isolated from several biofilm-associated diseases, including chronic wound 

infections, cystic fibrosis, urinary tract infections, and medical-device-related infections (1, 

2). Being part of these polymicrobial biofilms confers several advantages to both members, 

such as enhanced tolerance to vancomycin in S. aureus (4) and to miconazole in C. albicans 

(5). Likewise, the addition of conditioned medium from S. aureus dramatically increases C. 

albicans biofilm growth (6). 

The cooperative relationship of these microorganisms involves both physical 

interactions and interspecies communication (2, 7). The chemical interactions between C. 

albicans and S. aureus include secreted molecules from the quorum sensing (QS) system (1, 

2). In S. aureus, the best-characterized QS system is the accessory regulatory (agr) system, 

consisting of the promoter P2 and P3 that drive the expression of the transcripts ARNII and 

ARNIII, respectively (1). RNAII is encoded for four genes agrA, agrB, agrC and agrD. AgrB is 

a membrane protein that modifies and secretes the pre-signal peptide AgrD into its mature 

form, the autoinducing peptide 2 (AIP-2). AIP-2 is recognized by the membrane-bound 

protein kinase AgrC, which phosphorylates AgrA, activating P2 and P3. RNAIII is the effector 

molecule of the agr system and is responsible for toxin production, including α-toxin, a 

fundamental tool in S. aureus’ pathogenicity (1). 
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Polymicrobial infections are often associated with poor patient prognosis (7, 8). In 

the case of C. albicans and S. aureus, it has long been known that their intraperitoneal 

coinfection has a synergistic effect on mouse mortality (9). Increased virulence of C. 

albicans and S. aureus co-infection has also been reported in zebrafish embryos, Galleria 

mellonella larvae, and patients with systemic infections (10, 11). However, it was only 

recently that the major lethality driver and its mechanism of activation were identified. C. 

albicans ribose catabolism and alkalinization of the extracellular pH led to sustained 

activation of the staphylococcal agr system and the production of the effector molecule α-

toxin (3, 12, 13). α-toxin can cause membrane damage, lysis, eicosanoid stimulation, 

disruption of tight junctions, activation of platelet aggregation, and dysregulation of the 

hemostatic system, leading to organ failure (1). 

Further studies elucidating the details of the "lethal synergism" among this 

interkingdom association will aid in the development of new therapeutic targets. As the 

understanding of microbial interactions makes it clearer that the successful treatment of 

polymicrobial infections will arise from targeting the community as a whole (6). For this 

reason, the present study aimed to investigate colony changes resulting from non-physical 

but close interactions in a long-term C. albicans and S. aureus co-culture. To that end, 

proximity assays confronting the yeast and bacteria at six different distances for 9 days 

were developed. We found that S. aureus virulence enhancement results from progressive 

phenotypical diversification of the original colonies. 

Results 

C. albicans proximity promotes the generation of S. aureus colony variants 

We observed non-physical interactions between the well-known opportunistic 

pathogens S. aureus (Sa) and C. albicans (Ca) through a proximity assay spanning six 

different distances over 9 days (Fig. 1). Inoculum drops deposited on the agar allowed for 

the development of well-defined colonies of both microorganisms, which were visible from 

day 1. In the case of C. albicans, colonies expanded progressively over the days. However, 

in the control (Ca – Ca), the size of the colonies decreased with increasing proximity, while 

in the proximity assay (Ca – Sa), the size remained constant across positions (Fig. S1). 

In contrast, the size of S. aureus colonies in the proximity assay (Ca – Sa) remained 

constant (Fig. 1). However, between day 5 and 7, small points of additional growth of S. 

aureus were observed within the original colony (see Fig. 1 small white arrows). The 
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quantity and size of the growth spots increased over time, leading to fusion, and covering 

the original colony entirely. By days 7-9, the expansion of new S. aureus colonies continued 

and extended beyond the edges of the original colonies (see Fig. 1 small white arrows). 

Interestingly, the emergence of new phenotypes was linked to the proximity to C. albicans, 

where the process of generating new variants was faster at the closest position (P1= 1 cm). 

Consequently, the effect gradually decreased over subsequent positions, being minimal in 

the last ones (P5= 4 cm and P6= 5 cm) and absent in the control plate (Sa – Sa). 

 

FIG 1 Proximity assay timeline of C. albicans (Ca) and S. aureus (Sa). Ca – Sa depicts zoomed (top) 
and original images (bottom) of C. albicans colonies (left) developed at six different distances (P1= 1 
cm, P2= 1.5 cm, P3= 2 cm, P4= 3 cm, P5= 4 cm and P6= 5 cm) from S. aureus colonies (right) 
monitored over 9 days with a 1-day interval. White arrows indicate evident growth of new 
phenotypes within S. aureus original colonies. Sa – Sa represents the control condition in which S. 
aureus inoculum was used in both columns, while Ca – Ca is the control condition where C. albicans 
inoculum was used in both columns. The displayed images are representative of three different 
experiments and were processed with ImageJ software. The scale bar of 2 cm applies to all cases. 
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The described production of new S. aureus colonies was absent in proximity assays 

with other bacteria but were present with Candida parapsilosis (Fig. 2), indicating that the 

colony generation effect could be a specific interaction of S. aureus with the genus Candida.  

 

FIG 2 Proximity assay of S. aureus (Sa) with other microorganisms. Zoomed images of S. aureus 
colonies (left) with itself (Sa – Sa), S. epidermidis (Sa – Se), S. mutans (Sa – Sm), E. faecalis (Sa – Ef), 
E. coli (Sa – Ec) and C. parapsilosis (Sa – Cp) (right) at day 9. Displayed images are representative of 
three different experiments and were processed with ImageJ software. The scale bar corresponds to 
2 cm and applies to all cases. The shown distances correspond to P1= 1 cm, P2= 1.5 cm and P3= 2 
cm. 

Generation of S. aureus colony variants depend on pH and initial glucose levels 

 Considering the ability of C. albicans to alkalinize the media and the influence of pH on 

S. aureus virulence (13-16), we evaluated whether the appearance of S. aureus colony 

variants induced by C. albicans were related to pH changes. To this end, we performed the 

proximity assay by adding the pH indicator Bromocresol purple to the YPD agar medium 

(Fig. 3). The Sa – Sa control revealed that S. aureus growth from day 1 was accompanied by 

a pH decrease, which persisted throughout the experiment. In contrast, Ca – Ca control 

demonstrated that C. albicans growth led to a progressive increase in pH. These individual 

behaviors were maintained when both microorganisms were grown together (Ca – Sa). 

However, we observed that after day 5, C. albicans proximity to S. aureus nullified bacterial 

acidification. This alkalinization resulted in a predominance of a neutral pH in the positions 
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with closer proximity between the species (P1-P3) by day 9. Though, the most meaningful 

finding, was the perfect overlap between C. albicans pH modulation and the origination of 

S. aureus colony variants (Fig. 3). Thus, we tested if C. albicans induced the formation of 

colony variants in other bacterial species, finding positive results with S. epidermidis and E. 

coli (Fig. S2). 

 

FIG 3 Timeline of pH changes in a proximity assay of C. albicans (Ca) and S. aureus (Sa). Ca – Sa depicts 
zoomed (top) and original images (bottom) of C. albicans colonies (left) developed at six different 
distances from S. aureus colonies (right) in YPD agar with bromocresol purple. Plates were monitored 
over 9 days with a 1-day interval. White arrows indicate evident growth of new phenotypes within 
S. aureus original colonies. Sa – Sa represents the control condition in which S. aureus inoculum was 
used in both columns, while Ca – Ca is the control condition where C. albicans inoculum was used in 
both columns. The displayed images are representative of three different experiments and were 
processed with ImageJ software. The scale bar of 2 cm applies to all cases. The shown distances 
correspond to P1= 1 cm, P2= 1.5 cm, P3= 2 cm, P4= 3 cm, P5= 4 cm, and P6= 5 cm. 
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Next, we assessed if the sole action of pH alkalinization was sufficient to induce the 

generation of S. aureus colony variants. Thus, we exposed S. aureus colonies grown in a 

proximity assay configuration to increasing quantities of NaOH 2M for 7 days (Fig. 4A). 

Again, we observed the appearance of S. aureus colony variants in positions (P1-P3) with 

greater exposure to pH changes. As expected, the PBS control did not induce either pH 

changes or generation of S. aureus variant colonies. This finding showed that the presence 

of C. albicans is not necessary to obtain the phenotypic variants of S. aureus even though 

in the case of proximity assays is the responsible of this pH change. 

 

FIG 4 pH and glucose dependence in the generation of S. aureus colony variants. (A) Timeline of the 
effect of S. aureus colonies’ exposure to NaOH 2M (Sa – NaOH 2M) in both YPD and YPD with 
bromocresol purple (YPD + BP). Zoomed images from day 7 are displayed. White arrows indicate 
evident growth of new phenotypes within S. aureus original colonies. Sa – PBS represents the control 
condition. (B) Timeline of glucose effect on S. aureus variant colonies’ generation in a proximity assay 
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of S. aureus with C. albicans (Ca – Sa) in both YPLD (YPD with glucose at 0.2 %) and YPLD with 
bromocresol purple (YPLD + BP). Sa – Sa is the control condition in which S. aureus inoculum was 
used in both columns, while Ca – Ca is the control condition where C. albicans inoculum was used in 
both columns. Displayed images are representative of three different experiments and were 
processed with ImageJ software. The scale bar of 2 cm applies to all cases. The shown distances 
correspond to P1= 1 cm, P2= 1.5 cm, P3= 2 cm, P4= 3 cm, P5= 4 cm, and P6= 5 cm. 

Furthermore, we decided to test the role of glucose in the development of S. aureus 

colony variants, considering that glucose availability was reported to influence the 

Staphylococcal agr system (15) (Fig. 4B). A proximity assay between S. aureus and C. 

albicans in YPD with low glucose (YPLD) showed substantial variations in the growth of both 

microorganisms. Firstly, C. albicans growth decreased compared to YPD colonies, reflected 

in a smaller colony size at the end of the experiment in the control (Ca – Ca) and, more 

markedly, in the interaction with S. aureus (Ca – Sa). In contrast, S. aureus colonies growing 

in YPLD expanded overtime, reaching a colony size considerably higher than when they 

grew in YPD, regardless of the presence of C. albicans. Additionally, S. aureus growth was 

not accompanied by the acidification of the media, resulting in the total dominance of C. 

albicans alkalinization and the pH neutralization of the complete plate. These changes did 

not promote the generation of S. aureus colony variants. 

S. aureus colony variants exhibit increased virulence 

To assess virulence differences of S. aureus colony variants, we conducted a 

proximity assay for 10 days. Each S. aureus colony was designated with a number, including 

controls (Fig. 5A). Colonies 1 to 4 corresponded to the new variants gradually generated at 

P1-P3 positions, where colony 4 represent the phenotype developed after initial exposure 

to basic pH, and colony 1 represented the phenotype obtained after sustained exposure. 

Colony 5 and 6 corresponded to the border and center of S. aureus growth at positions P4-

P6, where no meaningful pH change was present. Controls were taken from a Sa – Sa plate 

incubated for 10 days (colony 7) and 1 day (colony 8). 

Infection of G. mellonella with S. aureus colonies showed significant differences in 

larval survival (Fig. 5B). Larvae infected with colonies 5, 6 and 7 did not show mortality. 

Meanwhile, the median survival of larvae infected with colonies 1, 2, 3, 4 and 8 was 15 h, 

19 h, 21 h, 40 h and 40 h, respectively. According to the Log rank test, colonies 1 and 2 

exhibited enhanced virulence compared to control colony 8. These variations cannot be 

attributed to differences in metabolic activity, as no statistically significant deviation was 

observed in the PrestoBlue results between colonies 1-5 and the control colony 8 (Fig. 5C).  
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FIG 5 Virulence assessment of S. aureus colony variants. (A) Colonies of S. aureus obtained after a 
proximity assay with C. albicans (Ca – Sa) for 10 days were numbered. Colonies obtained from S. 
aureus controls (Sa – Sa) at day 10 and day 1 were also included. The shown distances correspond 
to P1= 1 cm, P2= 1.5 cm and P3= 2 cm, P4= 3 cm, P5= 4 cm, and P6= 5 cm. (B) Kaplan-Meier survival 
curves of G. mellonella larvae after inoculation with all different S. aureus colonies, with each 
condition involving 8 larvae. Asterisks indicate statistically significant differences in virulence in 
comparison to control colony 8 by a long-rank test. (C) Evaluation of the metabolic activity of S. 
aureus colonies by PrestoBlue assay. Asterisks indicate statistically significant differences versus 
control colony 8 in an Ordinary one-way ANOVA with Šidák’s multiple comparison test.  RFUs= 
Relative Fluorescence Units. Fold change of (D) ARNIII, (E) AgrA, and (F) SarA gene expression of S. 
aureus colonies 1-5 in comparison to control colony 8. Asterisks indicate statistically significant 
differences among colonies in an Ordinary one-way ANOVA with Šidák’s multiple comparison test. 
(G) Reversion test of S. aureus colonies. The results presented in this figure are representative of the 
same experiment repeated three times. Images were processed with ImageJ software and error bars 
display mean and standard deviation. ∗p-value <0.05, ∗∗p-value <0.01, ∗∗∗p-value <0.001, and 
∗∗∗∗p-value <0.0001 
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However, the complete survival of larva infected with colonies 6 and 7 was justified by their 

lack of metabolic activity. 

Thus, the expression of three important virulence genes of S. aureus was evaluated 

in colonies 1-5 compared to the control colony 8 (Fig. 5D-F). We found that colony 1, the 

most virulent, exhibited increased expression of ARNIII and agrA but decreased expression 

of sarA. This induction of agrA and reduction of sarA expression were more pronounced in 

colony 2, although no change in RNAIII was observed in this case. Colonies 3-5 showed 

decreased expression of all genes; however, repression of the agrA gene was higher in 

colony 5 compared to colonies 3 and 4. Therefore, S. aureus variant colonies (colonies 1-4) 

originating in response to external pH changes exhibited increased virulence, associated to 

expression changes, compared to the original colonies (colonies 5-6) and the colonies 

formed under control conditions (Sa – Sa) for 10 days (colony 7) and 1 day (colony 8). 

Finally, the re-plating of the colonies showed no differences among their growth 

(Fig. 5G), indicating that the colony variant phenotype is reversible. 

Discussion 

The ability of both C. albicans and S. aureus to colonize a wide variety of human 

body sites increases the likelihood of shared host niches and the development of mixed 

infections (7). Survival in different microenvironments requires metabolic flexibility 

controlled by time- and space-specific regulatory networks (17, 18). This implies that 

environmental factors can influence disease outcomes (13). Moreover, in the context of 

polymicrobial infections, the environmental response of one microorganism can affect the 

behavior of other species (13). 

In the case of S. aureus, the regulatory network controlling virulence responds to 

various environmental cues that drive the bacterium throughout the infection process (17). 

For instance, the agr system, responsible for ARNIII expression and α-toxin secretion, is 

sensitive to acidic or alkaline conditions, with a maximum activity near neutral pH (1, 14, 

15). Furthermore, S. aureus virulence is enhanced by C. albicans, resulting in what is 

described as lethal synergism (9). Recent studies have shown that this effect is associated 

with an increase in S. aureus α-toxin production via agr activation, in response to 

extracellular ribose depletion and media neutralization caused by C. albicans (3, 12, 13). 

However, questions regarding this cooperative microbial interaction mediated by 

environmental crosstalk remain. 
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In this study, we performed a proximity assay that allowed us to monitor colony 

changes resulting from non-physical interactions between S. aureus and C. albicans. In 

contrast to previous studies that used liquid conditions for co-culture, our experiment 

permitted the simultaneous evaluation of six different distances between species growth. 

Long-term plate incubation (over 9-10 days) compensated for the higher diffusion times 

and loss of volatile compounds present in solid agar, allowing events to be recorded 

sequentially. As a result, our investigation reports that C. albicans enhances S. aureus 

virulence by inducing the generation of successive new colony variants (Fig. 1 and Fig. 5). 

The origin of the colony variants coincided with the pH change induced by C. albicans-

mediated media alkalinization (Fig. 3), although C. albicans is not strictly required for their 

generation, as their appearance under other artificial pH modulators (NaOH) was also 

confirmed (Fig. 4).  

Importantly, G. mellonella larvae survival (Fig. 5B) decreased in relation to the 

generation time of the colony variant. Colonies generated after prolonged exposure to C. 

albicans proximity (colonies 1-2) caused significantly higher mortality compared to those 

exposed for a shorter time (colonies 3-4) or not exposed at all (colonies 5 and 8) (Fig. 5A-

B). This agrees with the lethal synergism observed from in vivo experiments of systemic and 

local infections after co-inoculation of both microorganisms (3, 9-11, 19, 20). Our results 

showed that G. mellonella larvae survival at 24 h decreased from 71.4% when infected with 

colony 8 to 0-14% when infected with colonies 1 and 2, respectively. These values are 

consistent with the previous study by Sheehan et al. (2020) using this animal model, where 

larvae infected with S. aureus alone and in combination with C. albicans showed a survival 

of 80% vs 30% at 24 h (10). 

Moreover, our experimental setting allowed us to recreate the interaction between 

both species, but to evaluate the virulence of S. aureus colonies by themselves. The 

isolation of the different S. aureus colonies from the proximity assay before larvae 

inoculation demonstrated that, although C. albicans is the responsible for the increase of S. 

aureus virulence, it is not required for the lethal effect. In addition, the qRT-PCR results 

showed that the increase in S. aureus virulence is related to an up-regulation of ARNIII and 

agrA, two important genes controlled by the agr system (Fig. 5D-E). Therefore, we believe 

the high pathogenicity of S. aureus colony variants originated after C. albicans exposure is 

related to an increase in α-toxin expression, as previously reported (3), although we did not 

perform a direct detection of this molecule.   
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FIG 6 Working model of S. aureus and C. albicans metabolic interactions and their associated 
environmental changes influencing S. aureus virulence. S. aureus catabolism of glucose produces the 
excretion of acetate into the media, which decreases the pH. The acetate molecule serves as a 
precursor of Acetyl-coA, positively impacting the growth of C. albicans. Acetate consumption 
through different metabolic routes helps neutralize the pH of the media, in conjunction with 
ammonia (NH4) production derived from amino acids and/or N-acetylglucosamine (GlcNAc) 
metabolism. Additionally, extracellular acetate can induce oxidative stress in C. albicans cells, leading 
to ribose metabolism in the Pentose Phosphate Pathway (PPP) to produce the required NADPH for 
glutathione synthesis. pH neutralization and ribose depletion of the media by C. albicans activate 
the Staphylococcal agr system, increasing S. aureus virulence. TCA= Tricarboxylic Acids. Image 
created with Biorender.com. 

Considering our recent discoveries and those of others, we propose a comprehensive 

model of C. albicans-S. aureus metabolic interactions and microenvironmental changes that 

could result in the enhancement of S. aureus virulence through new variants generation 

(Fig. 6). First, the aerobic growth of C. albicans under high glucose couples the glycolysis 

pathway with the TCA cycle (21). Although glucose is its preferred carbon source, this yeast 

can simultaneously metabolize alternative sources through enzymes from the 

gluconeogenic and glyoxylate cycle (22-25). Meanwhile, S. aureus aerobic growth in glucose 

rich-media causes repression of the tricarboxylic acid (TCA) cycle by CcpA. Thus, pyruvate 

obtained from glycolysis is converted to acetate and excreted into the media, causing pH 

decrease and downregulating the staphylococcal agr system (15, 18). 



 Artículo 3. Candida albicans enhances Staphylococcus aureus virulence by progressive generation 
of new phenotypes 

105 

 Acetate may serve as source of acetyl-coA, the central intermediate in carbon 

metabolism (26). It is naturally present in blood and within macrophages and neutrophils 

(26). Once glucose is depleted, C. albicans can utilize acetate as a carbon source, entering 

the glyoxylate cycle, passing through the TCA cycle, and ultimately producing glucose in the 

gluconeogenic pathway (21). Additionally, acetate at physiological relevant concentrations 

up-regulates enzymes related to fatty acid metabolism (26). Therefore, this could be an 

explanation of the S. aureus positive impact on C. albicans growth (as observed in Fig. S1). 

Furthermore, we believe that the consumption of acetate by C. albicans has an 

alkalinizing effect on the media, as reported with the metabolism of other carboxylic acids 

(α-ketoglutarate, pyruvate, and lactate) (27). However, the environmental changes in pH 

exerted by C. albicans may also involve two alternative mechanisms that this yeast has 

evolved to counteract acidic environments (27). The capacity to manipulate extracellular 

pH is related to survival inside phagocytic cells of the immune system and hyphal 

morphogenesis, being essential for fungal fitness in vitro and in vivo (16, 27). Both 

metabolism of amino acids and N-acetylglucosamine results in ammonia externalization, 

leading to a pH increase in the media (7, 16, 28, 29). This pH neutralization offers optimal 

conditions for the staphylococcal agr system, inducing α-toxin production (7).  

 Recently, the work of the field experts Peters and colleagues discovered a fundamental 

role of C. albicans ribose catabolism in activating the agr system of S. aureus (12). Although 

our experiments do not evaluate this new factor, as were performed before the publication 

of this finding, we propose that C. albicans ribose catabolism may be related to the 

production of NADPH by the Pentose Phosphate Pathway as a response to counteract the 

oxidative damage induced by acetate. Physiological relevant concentrations of acetate have 

been shown to induce oxidative stress in C. albicans cells, leading to glutathione secretion 

into the media, and NADPH is an important molecule in the glutathione redox cycle (26, 30, 

31). 

 Bringing all these points together suggests that the lethal synergism observed in C. 

albicans and S. aureus co-infection results from a series of metabolic interactions that 

include environmental changes to which both species react. This is supported by the 

phenotype reversion of the colony variants after replating (Fig. 5G) once the corresponding 

stimuli were removed. However, we do not yet understand the evolutionary advantage that 

allows S. aureus cells that progressively adapt the transcription of virulence genes (agr 

system) in response to environmental stimuli (pH and ribose depletion) to have greater 
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fitness, generating the appearance of colony variants. Nevertheless, evidence of S. aureus 

interconnection between metabolism and virulence is increasing daily, with more 

metabolic transcriptional regulators influencing the expression of virulence factors 

described each time (18).  

Finally, we highlight the utility of the proximity assay as a simple, inexpensive, and 

easy- to-implement technique for studying visible colony changes resulting from non-

physical interactions among microorganisms. Moreover, its use as a screening technique 

allowed us to identify similar interactions between C. albicans and two other bacterial 

pathogens, S. epidermidis and E. coli, suggesting potential avenues for future experiments. 

Additionally, we found that the C. parapsilosis clinical isolate used in this study can alkalinize 

the pH (data not shown) and therefore induce the generation of S. aureus colony variants. 

Materials and methods 

Bacterial strains and growing conditions 

The fungaemia clinical isolates Candida albicans 10045727 and Candida 

parapsilosis 11103595 (32), and the bacterial strains Staphylococcus aureus ATCC 12600 

(CECT 86), Staphylococcus epidermidis ATCC 1798 (CECT 231), Streptococcus mutans ATCC 

25175 (CECT 479), Enterococcus faecalis ATCC 19433 (CECT 481) and Escherichia coli CFT073 

(ATCC 700928) were used in this study. Each microorganism was recovered from a -80 

stock. Bacteria were cultured at 37 ºC in Tryptic Soy Agar (TSA) (Scharlab S.L.) or Luria 

Bertani (LB) agar (Scharlab S.L.), while fungi were grown at 30 ºC in Yeast Petone Dextrose 

(YPD) medium consisting of 1% Yeast Extract (Gibco), 2% Meat Peptone (Scharlab S.L.), 2% 

D-glucose (Fisher Scientific S.L.), and, when required, 2% Bacteriological Agar (Scharlab 

S.L.). Similarly, overnight cultures were obtained after 16 h of incubation at 200 rpm and 30 

ºC in YPD for Candida and 37 ºC in Tryptic Soy Broth (TSB) (Scharlab S.L.) or LB broth for 

bacterial strains. 

Proximity assays 

Overnight cultures of C. albicans and S. aureus were centrifuged at 4000 rpm 

(Labnet Spectrafuge™ 6C) for 5 min and washed twice with Phosphate Buffer Saline 1X (PBS) 

(Fisher Scientific S.L.). Suspensions with a final optical density of λ = 550 nm (OD550) of 0.1 

for yeast and 0.005 for bacteria (~1x106 CFUs/mL of both microorganisms) were prepared 

in PBS. Then, a 5 µl drop of each suspension was deposited in two parallel columns on YPD 
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agar in a manner where the distance between both microorganisms drops increased 

progressively (Ca – Sa). In total, six different distances were tested: P1= 1 cm, P2= 1.5 cm, 

P3= 2 cm, P4= 3 cm, P5= 4 cm, and P6= 5 cm. Petri dishes were incubated at 37 °C for 9 

days, and colony growth were recorded by imaging with the colony counter ProtoCOL 3 

(Synbiosis). All images were processed with ImageJ software. Controls were created by 

facing drops from the same microorganism (Sa – Sa and Ca – Ca). Experiments were 

conducted thrice with 3 technical replicates each time. The same procedure was followed 

using YPD agar with Bromocresol purple at 0.08 mg/ml, denoted as YPD + BP, and YPD agar 

prepared with low D-glucose content (0.2 %), referred as YPLD. 

Finally, we used a slightly modified proximity assay to confirm the pH influence on 

S. aureus colonies. First, a 5 µl drop from an S. aureus suspension was deposited on the agar 

in each corresponding position, leaving the facing positions empty. From day 1 to day 3, a 

10 µl drop of a solution of NaOH 2M was applied in the morning and afternoon to the facing 

positions. On day 4, the quantity of the drop was increased to 15 µl, and on day 6, to 20 µl. 

S. aureus responses were monitored until day 7. Control plates followed the same 

procedure but with addition of PBS. 

To confirm the specificity of the observed interactions between C. albicans and S. 

aureus, additional proximity assays were conducted using both microorganisms against 

different species (S. epidermidis, S. mutans, E. coli, E. faecalis and C. parapsilosis). Required 

controls were also included. 

Virulence assessment of S. aureus colony variants 

Differences in the virulence of the obtained colonies of S. aureus growing in the 

different positions of the proximity assay with C. albicans were evaluated using the animal 

model G. mellonella. Maintenance and injection of G. mellonella larvae were carried out as 

previously reported by our laboratory (33).  

Six different colonies of S. aureus from the proximity assays with C. albicans (Ca – 

Sa) were obtained after 10 days of incubation. Control colonies were obtained from control 

plates of S. aureus – S. aureus (Sa – Sa) after 10 days and 1 day of incubation. Cells were 

recovered with a pipette tip, resuspended in PBS until an OD550= 1.8, and injected into the 

hemocoel of eight larvae using a 26-gauge microsyringe (Hamilton). PBS-treated larvae 

were included as control. The experiment was conducted three times, and larvae were 
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monitored for a total of 48 h post-injection with intervals of 2h from 15 h-25 h and 40-48 

h. 

At the same time, 100 µl of S. aureus cells suspensions were centrifugated (4000 

rpm x 1 min) and resuspended in a solution 1:10 of the resazurin-based reagent PrestoBlue 

in TSB media. After 30 min at 37°C in the dark, the metabolic activity of the colonies was 

measured by fluorescence (λExc= 535 nm and λem=635 nm) and OD570 in a SPARK 

Multimode microplate reader. The remaining volume of cells suspensions was mixed with 

500 mL of the stabilization solution RNAlater (Invitrogen) and frozen at -20 °C until further 

processing. 

Characterization of gene expression of S. aureus colony variants 

 Cells suspensions of S. aureus colonies 1-5 obtained in a proximity assay with C. 

albicans (Ca – Sa) were used for RNA extraction using the GeneJET RNA Purfication Kit 

(Thermo Fisher Scientific). RNA obtained was treated with 10x TURBO DNase (Life 

technologies). DNA contamination was discarded by PCR amplification of the 16S rRNA 

housekeeping gene. RNA quantification was performed on a NanoDrop 1000 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Reverse transcription of RNA was performed 

by mixing the Maxima Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) with Random 

Hexamer primers (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s instructions. 

The obtained cDNA was stored at -20 °C until use. 

 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed with the PowerUp SYBR Green 

Master Mix (Applied Biosystems) in a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. The sequences of primers used for 

gene amplification can be consulted at Vaudaux et al., 2002 (34). Relative expression of 

RNAIII, agrA and sarA genes were calculated using the values from control colony 8. 

Reversion test of S. aureus colony variants 

 A small inoculum of each colony of S. aureus were taken at the end of a proximity assay 

(Ca – Sa) with a pipette tip and plated on a new YPD plate. Same procedure was performed 

with control colonies (Sa – Sa). After 24 h of incubation, the growth of the colonies was 

evaluated. 
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Statistical analysis 

All data were statistically analyzed using GraphPad Prism version 10.00 (GraphPad 

Software, USA). Comparison of means among groups was performed by One-way ANOVA 

tests with a Šídák's multiple comparisons test. Comparison of Kaplan-Meier survival curves 

were made by Log-rank tests. A p-value <0.05 was considered statistically significant. 
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Material Suplementario 

 

FIG S1 Colony size of C. albicans when growing near to A) S. aureus or B) itself (control). Growth was 
monitored at six different distances between colonies (P1= 1 cm, P2= 1.5 cm, P3= 2 cm, P4= 3 cm, 
P5= 4 cm and P6= 5 cm) over 9 days with measurements taken on days 1, 2, 3, 5 and 9. Parameters 
Y0 and YM were calculated from a logistic growth fit of the data, followed by calculation of 
statistically differences among curves compared with P1 (*=p-value<0.05). Image processing and 
perimeter measurements were performed with ImageJ. Data are representative of three 
experiments, and error bars represent standard deviation. 
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FIG S2 Proximity assay of C. albicans (Ca) with other bacteria. Zoomed images of C. albicans colonies 

(left) with S. epidermidis (Ca – Se), S. mutans (Ca – Sm), E. faecalis (Ca – Ef) and E. coli (Ca – Ec) (left) 

at day 9 are depicted. Controls of the growth of each bacteria growing near to itself are also shown: 

S. epidermidis (Se – Se), S. mutans (Sm – Sm), E. faecalis (Ef – Ef) and E. coli (Ec – Ec). Displayed images 

are representative of three different experiments and were processed with ImageJ software. The 

scale bar corresponds to 2 cm and applies to all cases. The shown distances correspond to P1= 1 cm, 

P2= 1.5 cm, and P3= 2 cm. 
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Discusión global de los resultados obtenidos 

El impacto a nivel de global de los biofilms en la salud humana es indiscutible. Para el sector 

financiero representa una carga económica de alrededor de €350 mil millones ($380 

billones) por año [68]. Para el paciente con enfermedad crónica implica visitas recurrentes 

al médico, múltiples rondas de tratamiento, reducción de la calidad de vida e incluso riesgo 

de muerte [45]. A pesar de esto, actualmente existen varias limitaciones que dificultan el 

manejo adecuado de las infecciones causadas por biofilms.  

1. Influencia de diferentes variables en las características de 

biofilms monomicrobianos y polimicrobianos 

La diversidad de los biofilms presentes en la naturaleza depende de muchos factores que 

influencian su crecimiento y composición [45]. Por ejemplo, la superficie de adhesión, la 

disponibilidad de nutrientes, los gradientes fisicoquímicos, las interacciones microbianas y 

las condiciones hidrodinámicas [45]. Esto hace que el diseño de métodos in vitro que 

recreen las condiciones ambientales naturales para el estudio de biofilms sea complicado 

[45]. Sin embargo, la selección rigurosa de las condiciones experimentales dará como 

resultado conclusiones relevantes para el manejo de las enfermedades [45, 243]. Por lo 

tanto, resulta imprescindible la identificación de variables que influencian la formación y, 

por ende, las características de los biofilms. 

En el presente trabajo se demostró que variables como el medio de cultivo o el orden de 

colonización de las especies tienen un impacto en la virulencia de los microorganismos que 

crecen en biofilms, estos resultados se exponen en detalle en el artículo 1 y el artículo 2. 

1.1 Impacto del medio de cultivo en la formación, susceptibilidad y 

virulencia de biofilms de C. parapsilosis 

En el caso de las levaduras, una preocupación importante en el estudio de los biofilms es la 

inconsistencia en la selección de los medios de cultivo para su formación y crecimiento 

[244]. Dicha inquietud no es injustificada, ya que como se evidencia en el artículo 1, la 

disponibilidad de nutrientes proporcionada por el medio de cultivo tiene un impacto 
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importante en la patogenicidad de C. parapsilosis, tanto en estado plantónico como en 

biofilm.  

Un resumen de las ventajas patogénicas específicas proporcionadas por cada medio de 

cultivo evaluado (RPMId, TSB, BHI y YPD) se presenta en la Tabla 1. En primer lugar, se 

encontró que el medio de cultivo influencia el crecimiento de C. parapsilosis. Medios ricos 

en glucosa, como YPD, favorecen una mayor acumulación de biomasa (Figura 1), pero 

afectan la filamentación (Figura 2) y la actividad metabólica de las células (Figura 3). Por su 

parte, RPMId induce un mayor número de pseudohifas en los biofilms (Figura 2). Este efecto 

fue más notorio cuando los biofilms se formaron al fondo del pocillo de una placa de 

microtitulación o en celdas de flujo, condiciones en las que las células estaban expuestas a 

menor disponibilidad de oxígeno y mayor tensión cortante del fluido. 

También se registraron variaciones en la susceptibilidad antimicrobiana de C. parapsilosis 

asociadas con la disponibilidad de nutrientes. La MIC50 de la anfotericina B (AmB) en los 

cultivos planctónicos fue mayor en YPD (0,25 mg/mL), en comparación con los otros medios 

(0,125 mg/mL). Con respecto a los biofilms, la adición de AmB (1,25 mg/mL) redujo 

eficazmente la actividad metabólica en todos los casos, pero en distinta proporción según 

el medio de cultivo empleado en el proceso de formación (Figura 3). Los medios de cultivo 

que favorecieron una mayor producción de carbohidratos confirieron una protección 

superior frente la actividad de AmB (Figura 4). Biofilms formados en medio BHI presentaron 

un alto nivel de carbohidratos tanto en la ECM como en la pared celular, y mostraron una 

baja reducción de la actividad metabólica (34%) después del tratamiento con AmB (1,25 

mg/mL). 

Finalmente, se encontró que el crecimiento de C. parapsilosis en diferentes medios de 

cultivo influye en su virulencia, y, por consiguiente, en la supervivencia de larvas de Galleria 

mellonella infectadas con esta levadura (Figura 5). Para esto, las larvas fueron inyectadas 

con cultivos planctónicos y suspensiones de biofilms cultivadas en cada medio, y 

monitoreadas durante 48 h. Cuando el inoculo empleado fue de 5x107 CFUs/mL de C. 

parapsilosis, los medios TSB y YPD aumentaron la virulencia de los cultivos plantónicos, 

causando una mortalidad del 29% versus el 0-7% en los demás medios. Las suspensiones 

de biofilm, a la misma concentración, tuvieron un efecto más pronunciado sobre la 

supervivencia de las larvas en todos los casos, con una tasa de mortalidad que ascendió al 

40-50% para los medios RPMId, BHI y YPD, y al 71% cuando el medio empleado fue TSB.  
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Estos resultados confirman que las adaptaciones metabólicas juegan un papel importante 

en la patogenicidad de esta levadura [245]. Además, reiteran la importancia de entender 

cómo diferentes condiciones de crecimiento afectan a los microorganismos patógenos para 

poder definir protocolos para su investigación. Por ejemplo, considerando que el medio BHI 

estimula una mayor producción de carbohidratos en los biofilms de C. parapsilopsis, este 

puede ser empleado en el estudio de enzimas o compuestos degradadores de la ECM. De 

la misma manera, la identificación de condiciones ambientales importantes en el sitio de 

infección que influyen en la virulencia del microorganismo puede llevar a considerar nuevas 

aproximaciones de estudio. Teniendo en cuenta el impacto de la glucosa en los biofilms de 

C. parapsilosis, el estudio de las infecciones asociadas a catéteres causadas por esta 

levadura podría realizarse considerando dos escenarios diferentes: uno donde la glucosa 

disponible corresponde a la concentración normal en sangre (0.06-0.1%) [246], y otro 

donde la concentración de glucosa es alta (10-30%) debido al uso de soluciones de nutrición 

parenteral [247].  

Es así como la investigación básica puede generar información valiosa para producir 

avances en el campo de los biofilms, ya que a pesar del esfuerzo de los investigadores y el 

aumento en el número de publicaciones (alrededor de 40000 artículos para el año 2019) 

[248], aún existen vacíos de conocimiento que limitan las traslación de medidas de 

prevención y erradicación [45]. No obstante, es importante mencionar que la mayoría de 

información disponible proviene de estudios de biofilms monomicrobianos, que 

generalmente se realizan con un microorganismo modelo [46, 51], relegando la naturaleza 

polimicrobiana de los biofilms en las infecciones. 

1.2 Efectos de prioridad en biofilms de C. albicans y P. aeruginosa PAET1 

El estudio de biofilms polimicrobianos puede representar retos únicos en los diseños 

experimentales, aumentando el número de variables a considerar [51]. Por ejemplo, 

estudios de ecología microbiana han demostrado que procesos históricos de formación de 

la comunidad microbiana, como el orden de llegada de las especies, influyen en las 

interacciones que se establecen entre sus miembros [249, 250]. Estas interacciones, 

denominadas efectos de prioridad, han sido poco estudiadas en el contexto de 

microorganismos patógenos. En la vida real es poco probable que las coinfecciones sean 

resultado de una colonización simultánea [251], sin embargo la mayoría de los protocolos 

experimentales utilizan esta aproximación. 
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Por esta razón, en el artículo 2 se exploraron los efectos de prioridad presentes en los 

biofilms polimicrobianos de C. albicans y P. aeruginosa. Para ello, tres protocolos diferentes 

de formación de biofilms fueron establecidos según el orden de colonización de cada 

especie (Figura 1): 1) 1Ca2Pa, cuando el inóculo inicial de C. albicans es seguido por la 

adición de P. aeruginosa 6 h después; 2) 1Pa2Ca, cuando el Inóculo inicial de P. aeruginosa 

es seguido por la adición de C. albicans 6 h después; y 3) CaPa, cuando el inóculo inicial 

contiene las dos especies, C. albicans y P. aeruginosa. Biofilms monomicrobianos de cada 

microorganismo fueron incluidos como controles y designados como Ca para C. albicans y 

Pa para P. aeruginosa. En todos los casos, ambos microorganismos fueron inoculados en la 

misma proporción, con una concentración que correspondía a ~106 CFUs/mL. 

La cuantificación de CFUs permitió observar que el primer organismo en colonizar tiene la 

ventaja de mayor disponibilidad de superficies de adhesión, lo cual se refleja en la biomasa 

al final del experimento (Figura 1). Por ende, la condición 1Ca2Pa presentó la mayor 

abundancia relativa de C. albicans (13.7%), mientras que la condición 1Pa2Ca mostró una 

mayor cantidad de P. aeruginosa (97.7%), en comparación con los otros biofilms 

polimicrobianos. 

Con el fin de elucidar si los efectos de prioridad influían en la virulencia de los biofilms, se 

realizaron experimentos con la línea celular de adenocarcinoma alveolar A549 (ATCC CCL-

185) (Figura 3). Los protocolos de formación de biofilms fueron ligeramente modificados, 

reduciendo el tiempo entre los eventos de colonización (4h), la cantidad del inóculo (~105 

CFUs/mL) y el tiempo total del experimento (24 h). También se incluyó un control adicional 

de cada microorganismo (Pa 2x y Ca 2x) inoculado al doble de la concentración (~106 

CFUs/mL). De esta forma, se encontró que cuando la colonización era sucesiva se producían 

biofilms polimicrobianos estadísticamente más virulentos que cuando los microorganismos 

eran inoculados simultáneamente (Figura 4). Este efecto fue más marcado en la condición 

1Ca2Pa, con una reducción en la viabilidad celular de 1 Log10 células/mL.  

Estos resultados indican que la presencia de C. albicans puede afectar el resultado de las 

infecciones de P. aeruginosa. Sin embargo, la incógnita respecto a la inclusión del 

tratamiento antifúngico en el manejo de estas coinfecciones continúa siendo una pregunta 

clave por responder. El cumplimiento de este objetivo requerirá de aproximaciones que 

consideren y evalúen la presencia de interacciones microbianas que influencian la 

virulencia y susceptibilidad de los biofilms. Ya que se ha demostrado que las interacciones 
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entre los microorganismos influyen en la repuesta del huésped, la resistencia a los 

tratamientos y la progresión de la enfermedad [207].  

Finalmente, se evalúo la presencia de alteraciones en la susceptibilidad antimicrobiana de 

los microorganismos debido a los efectos de prioridad (Figura 5). Con respecto a P. 

aeruginosa, no se encontró alteraciones en la susceptibilidad a meropenem (MER) en 

biofilms polimicrobianos formados tras la colonización sucesiva de los microorganismos 

(1Ca2Pa y 1Pa2Ca) en comparación con sus biofilms monomicrobianos (Pa). Sin embargo, 

la inoculación simultánea de ambas especies (CaPa) sí conlleva una reducción en la eficacia 

antimicrobiana del tratamiento. Adicionalmente, se demostró que la inclusión de N-

acetilcisteína, como agente que afecta la estabilidad de la ECM, pueden ser una alternativa 

interesante en el manejo de coinfecciones, al presentar una eficacia independiente de los 

efectos de prioridad. 

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el orden de colonización es un 

factor importante en el establecimiento de las interacciones entre estos microorganismos. 

Por ende, la evaluación de susceptibilidad de los biofilms polimicrobianos de estas dos 

especies frente a agentes terapéuticos, tanto actuales como en desarrollo, debería incluir 

esta variable. Si bien los eventos de colonización probablemente son paciente-específicos 

e imposibles de descifrar a posteriori, la elección de tratamientos cuya eficacia no se vea 

alterada por los efectos de prioridad aumentará la probabilidad de éxito en el manejo de 

las coinfecciones. En este contexto, el uso de moléculas como la N-acetilcisteína se 

convierten en una alternativa prometedora. 

2. Interacciones microbianas inter-reino entre C. albicans y 

las bacterias patógenas P. aeruginosa y S. aureus 

Adicional a los efectos de prioridad, el estudio de biofilms polimicrobianos de C. albicans y 

P. aeruginosa PAET1 presentado en el artículo 2 permitió identificar otros tipos de 

interacciones inter-reino. En primer lugar, interacciones físicas de adhesión entre la 

bacteria y el hongo se observaron en los biofilms polimicrobianos independiente del orden 

de llegada de las especies (Figura 2). Estos hallazgos recalcan la importancia de incluir 

hongos en el estudio de las infecciones causadas por bacterias. El gran tamaño de las células 

de C. albicans y la capacidad de P. aeruginosa de adherirse a ellas dio como resultado 
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biofilms estructuralmente diferentes a aquellos producidos únicamente por la bacteria 

(Figura 2).  

Por otra parte, se encontró que la inoculación simultánea (CaPa) genera competencia por 

la superficie de adhesión, lo que resulta en biofilms con mayor mortalidad de C. albicans en 

comparación con sus biofilms monomicrobianos (Ca) (Figura suplementaria 1). Esto 

concuerda con la relación antagónica comúnmente descrita entre estos microorganismos, 

donde generalmente P. aeruginosa resulta como contendiente victorioso [231, 252-256]. 

Curiosamente, los biofilms de la condición CaPa presentaron menor virulencia en los 

experimentos con células A549, en comparación con los biofilms polimicrobianos formados 

mediante inoculación sucesiva de los microorganismos (1Ca2Pa y 1Pa2Ca) (Figura 4). 

Los resultados también sugieren que la presencia de P. aeruginosa en los biofilms 

polimicrobianos puede ofrecer protección a C. albicans contra el antifúngico CAS (5 µg/mL) 

(Figura 5), independientemente del orden de colonización de las especies. Dicho efecto 

protector parece estar asociado con la ECM producida por P. aeruginosa (Figura 

suplementaria 3). 

No obstante, las interacciones microbianas son complejas y dinámicas [257], requiriendo el 

uso de distintos enfoques para su completa caracterización. Por ejemplo, desde hace 

décadas se sabe que C. albicans incrementa la virulencia de S. aureus, por lo que la 

coinfección con ambas especies resulta en mayor mortalidad [240]. Hoy en día, detalles del 

sinergismo letal aún permanece pendientes por descifrar. Aunque recientemente se 

identificó a la toxina α como la molécula efectora de la virulencia de S. aureus, y la 

neutralización del medio y la depleción de ribosas como los mecanismos de activación 

inducidos por C. albicans [133, 166, 258].  

En el artículo 3 se exponen los resultados del estudio de las interacciones no físicas 

presentes en el co-cultivo de estas dos especies. El ensayo de proximidad evaluó el 

crecimiento de las colonias de ambos microorganismos en agar sólido, a seis distancias 

diferentes y durante 9 días (Figura 1). Se encontró que la proximidad con S. aureus 

estimulaba el crecimiento de C. albicans (Figura suplementaria 1). A su vez, C. albicans 

indujo la formación de nuevas colonias de S. aureus que con el paso del tiempo cubrían y 

desbordaban la colonia original (Figura 1). Dicho efecto también se observó cuando S. 

aureus crecía cerca de C. parapsilosis, aunque en menor grado, indicando cierta restricción 

al género Candida, ya que no se produjo con ninguna de las bacterias S. epidermidis, 
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Streptococcus mutans, E. faecalis y E. coli (Figura 2). En el caso contrario, se encontró que 

C. albicans también induce la formación de estas variantes en S. epidermidis y E. coli (Figura 

suplementaria 2). 

La aparición de los nuevos fenotipos de S. aureus en respuesta a la presencia de C. albicans 

requirió de disponibilidad inicial de glucosa y coincidió con la neutralización progresiva del 

medio por parte del hongo, aunque la manipulación artificial del pH también indujo el 

mismo efecto (Figura 3 y Figura 4). La neutralización del pH del medio por parte de C. 

albicans durante el crecimiento de este consorcio inter-reino ha sido asociada con la 

activación sostenida del sistema agr de S. aureus, y por ende con la secreción del efector 

citolítico α-toxina [133]. Por lo tanto, se procedió a evaluar la virulencia de las variantes 

fenotípicas.  

Para ello, se utilizó el modelo de infección G. mellonella y se analizó cambios de la expresión 

génica mediante qPCR (Figura 5). Tras 10 días de crecimiento en un ensayo de proximidad, 

las colonias de S. aureus (Figura 5 variantes 1-6) y los respectivos controles monocultivo 

(Figura 5 variantes 7 y 8) fueron aislados. Nuestros estudios han demostrado que las 

variantes 1 y 2, son estadísticamente más patogénicas (86-100% mortalidad de las larvas) y 

expresan en mayor proporción agrA y RNAIII, con respecto al control 8. Estas dos variantes 

se generaron en la posición más próxima a C. albicans, y por ende estuvieron expuestas a 

la neutralización del medio por más tiempo. Lo que indica que C. albicans aumenta la 

virulencia de S. aureus mediante la inducción progresiva de variantes fenotípicas con mayor 

expresión de factores de virulencia. 

Nuestros resultados permiten entender mejor la asociación de dos microorganismos 

presentes en coinfecciones de gran relevancia clínica. Por consiguiente, se propuso un 

modelo integrativo de las interacciones metabólicas que podrían estar favoreciendo este 

proceso, según la literatura actualmente disponible (Figura 6). Brevemente, se hipotetiza 

que en condiciones de disponibilidad de glucosa, S. aureus convierte el piruvato en acetato 

y lo secreta al medio [259], lo que disminuye considerablemente el pH [164]. C. albicans 

usa el acetato como precursor de acetil-coA en diferentes rutas metabólicas [260], lo que, 

sumado a la producción de amonio tras el metabolismo de GlcNAc y/o aminoácidos, ayuda 

a neutralizar el pH [261-263]. Por otra parte, el acetato induce estrés oxidativo en C. 

albicans, induciendo el consumo de ribosas en la ruta de las pentosas fosfato, para producir 

el NADPH requerido en la síntesis de glutatión [264-266]. La neutralización del pH y la 
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depleción de ribosa, como ha sido reportado, activan el sistema agr de S. aureus, 

aumentando al producción de toxina α, y por ende su virulencia [133, 166]. 

Por lo tanto, el sinergismo letal producto de la sociedad de C. albicans y S. aureus sería el 

resultado de una serie de interacciones metabólicas mediadas por cambios ambientales. 

Tal como lo evidencia la reversión del fenotipo de las variantes de colonia cuando son 

sembradas en nuevas placas de agar donde los estímulos externos generados en el co-

cultivo están ausentes (Figura 5). Aunque se desconoce cuál es la ventaja adaptativa que 

favorece la replicación de las variantes fenotípicas de S. aureus sobre las colonias originales 

en estas condiciones, la conexión entre metabolismo y virulencia es cada vez más evidente. 

De hecho, en el caso de S. aureus, distintos reguladores metabólicos que influencian la 

expresión de factores de virulencia han sido descritos [259]. El sistema agr, es un sistema 

quorum sensing que desempeña múltiples funciones regulatorias en la virulencia de S. 

aureus, entender cómo funciona en contextos de interacciones polimicrobianas ayudará al 

desarrollo de nuevas opciones terapéuticas para el manejo de las coinfecciones. Al final, 

entre más se descifran las interacciones microbianas, más claro se vuelve el hecho de que 

para lograr un tratamiento efectivo de las coinfecciones es necesario atacar la comunidad 

como un todo [267]. 

3. Métodos para evaluar la eficacia de terapias antibiofilm 

Por lo general, las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se realizan de manera 

rutinaria con microorganismos en estado plantónico, previo aislamiento de la especie de 

interés [61, 71, 268]. Aunque la necesidad de cambiar el paradigma se vuelve cada vez más 

irrefutable, la implementación práctica de las pruebas de susceptibilidad en biofilms 

requiere de plataformas y métodos confiables que permitan su ejecución. La presente tesis 

evaluó el funcionamiento de dos métodos diferentes para la realización de pruebas de 

susceptibilidad en biofilms. 

3.1 Tinciones de viabilidad y vitalidad en biofilms de C. parapsilosis. 

Una de las opciones para el estudio de biofilms son los métodos de lectura basados en 

fluorescencia, gracias al amplio repertorio disponible de tinciones [45]. Sin embargo, en lo 

que respecta a la investigación con levaduras, no existe consenso ni pautas establecidas 

para su aplicación. 
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En el artículo 4, se evaluó el rendimiento y la utilidad de dos tinciones de viabilidad, Syto 9 

(S9) y Naranja de tiazol (TO, por sus siglas en inglés), y dos tinciones de vitalidad, Diacetato 

de fluoresceína (FDA, por sus siglas en inglés) y FUN-1, en células planctónicas de C. 

parapsilosis y biopelículas tratadas con AmB. Tras la cuantificación bioinformática de la 

intensidad de fluorescencia a partir de las imágenes de microscopía, se encontró que S9, 

TO y FDA mostraban diferencias de permeabilidad celular no asociadas con la 

viabilidad/vitalidad celular. Este comportamiento estuvo presente tanto en la tinción de 

células plantónicas como de biofilms (Figura 1, Figura 3 y Figura 4). Como resultado se 

obtuvieron valores de biomasa celular y porcentajes de viabilidad/vitalidad no reales de la 

eficacia de AmB (2.5 µg/ml) como tratamiento antibiofilm (Tabla 1). Estas irregularidades 

fueron detectadas gracias a la inclusión de la tinción de pared celular, Blanco de calcoflúor 

(CW, por sus siglas en inglés), la cual permitió corregir los valores de biomasa celular. 

Los problemas de permeabilidad de S9 y TO parecen estar asociados a diferencias 

estructurales inherentes de cada morfotipo celular, siendo más pronunciada en las 

pseudohifas que las blastósporas (Figura 3). En el caso de FDA, la baja penetrabilidad fue 

más generalizada. Contradictoriamente, el tratamiento con AmB aumentó la permeabilidad 

celular, incrementando la cantidad de células teñidas en los biofilms tratados en 

comparación con los controles (Figura 4). Por el contrario, el colorante FUN-1 demostró un 

correcto funcionamiento en la determinación de células metabólicamente activas, con 

resultados similares al uso de PrestoBlue (37% vs 39%) (Figura 2 y Figura 4).  

Estos resultados resaltan la importancia de evaluar el funcionamiento de tinciones en la 

especie de interés antes de su implementación, especialmente cuando se trata de 

levaduras con dimorfismo o polimorfismo. Para ello, se pueden realizar evaluaciones 

microscópicas que utilicen imágenes de campo claro o tintes de membrana o pared celular 

como controles de visualización. Sin embargo, la elección del control de visualización debe 

realizarse considerando las características del tratamiento que será empleado, ya que 

algunos agentes terapéuticos pueden inducir cambios en la composición y estructura de la 

membrana o pared celular [215, 269, 270]. 

Por lo general, los modelos in vitro dinámicos usados en el estudio de biofilms, incluyendo 

los dispositivos de microfluídica, son sistemas cerrados que utilizan métodos de 

microscopía como mecanismo de lectura [45]. En este escenario, la correcta selección de 

las tinciones de fluorescencia resulta imprescindible. Solo así se podría identificar de 
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manera confiable tratamientos efectivos para la erradicación de biofilms, o incluso 

desarrollar nuevos métodos para evaluar su susceptibilidad.  

3.2 El BiofilmChip: Una nueva tecnología para la evaluación de la 

susceptibilidad de biofilms 

La comunidad científica es consciente de que se necesitan nuevos modelos in vitro sencillos, 

rápidos, económicos y de fácil interpretación que puedan ser implementados en los 

laboratorios de diagnóstico clínico [69, 243]. Es así como constantemente nuevos 

dispositivos son propuestos, especialmente en el campo de la microfluídica [45]. Estas 

plataformas trabajan con fluidos en la microescala, lo que provee condiciones controladas 

de flujo laminar y reduce los requerimientos de volumen de reactivos y muestras [45]. 

Además, los materiales usados en el proceso de fabricación permiten flexibilidad en el 

diseño [45]. En este contexto, los dispositivos de microfluídica han permitido la incursión 

de nuevas técnicas de monitoreo de biofilms no invasivas, de fácil lectura y sin la necesidad 

de equipos complejos ni personal entrenado [45]. 

Una de las técnicas propuestas como alternativa para el monitoreo de biofilms es la 

Espectroscopía de Impedancia Eléctrica (EIS, por sus siglas en inglés), la cual mide cambios 

en la resistencia de un sistema electroquímico cuando se aplica un voltaje [271]. De esta 

manera, la EIS permite registrar cambios en la densidad de células adheridas a un electrodo 

[271]. Aunque su utilidad en el campo de los biofilms ha sido demostrada en modelos in 

vitro, estos sistemas eran estáticos [272, 273]. Se sabe que los biofilms formados en 

condiciones dinámicas se asemejan más a los biofilm presentes naturalmente en las 

infecciones, siendo una opción más realista para realizar pruebas de susceptibilidad [274].  

En el artículo 5, se presenta el BiofilmChip, una plataforma de microfluídica que permitió 

monitorear la formación de biomasa durante el establecimiento de un biofilm y evaluar 

tratamientos antimicrobianos utilizando impedancia. Este dispositivo se diseñó, en 

colaboración con el grupo de Nanobioingienería del Instituto de Bioingeniería de Cataluña 

(IBEC), como un modelo dinámico que utiliza el montaje convencional de un ensayo de flujo 

lateral (Figura 1). Su fabricación se realizó mediante la adhesión de un cubreobjetos de 

vidrio a un molde de polidimetilsiloxano (PDMS) que contenía un set de cámaras a 

microescala (Figura 1). El vidrio incluía un electrodo interdigitado que se alineaba con las 
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cámaras, de manera que el biofilm se formaba en su superficie y podía ser estudiado 

mediante microscopía confocal o impedancia. 

El diseño del BiofilmChip requirió la fabricación de 5 prototipos, en los cuáles se evaluaron 

modificaciones de las dimensiones y geometría de la cámara, y la inclusión de una pre-

cámara. El modelo final fue seleccionado considerando la formación de biofilms uniformes 

y viables de la cepa de laboratorio P. aeruginosa PAO1 (Figura 2 y Figura suplementaria 1). 

Este incluyó una pre-cámara que distribuye el medio en tres cámaras que actúan como 

replicas técnicas. La homogeneidad de los biofilms a lo largo de la cámara, entre cámaras y 

entre dispositivos confirmó la robustez del diseño del BiofilmChip (Figura 3). Así mismo, la 

formación de biofilms monomicrobianos a partir de aislamientos clínicos y biofilms 

polimicrobianos a partir de muestras de esputo de pacientes con FQ, evidenció la 

versatilidad del dispositivo (Figura 3 y Figura 4). Esto expande su potencial aplicabilidad a 

otras muestras clínicas (orina, líquido cefalorraquídeo, lavados broncoalveolares, etc.) e 

incluso a inóculos provenientes de superficies contaminadas, como dispositivos médicos. 

Por otra parte, el uso de la tinción Live and Dead tras el tratamiento de cepas de P. 

aeruginosa con ciprofloxacina, evidenció que el BiofilmChip permitía registrar cambios en 

la biomasa celular asociados a la susceptibilidad microbiana (Figura 3). Sin embargo, las 

técnicas de microscopía son costosas y requieren de equipo especializado y personal 

entrenado. Por ende, se procedió a validar el uso de impedancia como método alternativo 

de lectura en el BiofilmChip. Para esto se monitoreó el crecimiento y la respuesta a 

ciprofloxacina de un biofilm de una cepa fluorescente de P. aeruginosa mediante 

microscopía e impedancia simultáneamente, y se compararon los resultados (Figura 5). Se 

encontró que las variaciones impedimétricas son lo suficientemente sensibles para medir 

la respuesta de los biofilms a la exposición a antibióticos, en una manera dosis-

dependiente. Además, en las etapas iniciales de formación del biofilm, la impedancia 

resultó ser un método de lectura más sensible y preciso que las técnicas de microscopía. 

En conclusión, el BiofilmChip es una plataforma dinámica que permite la formación de 

biofilms directamente a partir de muestras clínicas, proporcionando condiciones que se 

asemejan a las encontradas en infecciones naturales. Además, posee un método de lectura 

rápido y sencillo que permite monitorear el crecimiento y los cambios de biomasa asociados 

a efectividad del tratamiento. Todo esto en conjunto, hace de este dispositivo una 

herramienta prometedora para la caracterización de biofilms en el contexto clínico, 

abriendo la posibilidad de evaluar la susceptibilidad de las infecciones polimicrobianas de 
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manera personalizada. Lo cual es sumamente relevante si se considera que el diagnóstico 

individualizado de la resistencia de los biofilms en pacientes con infecciones crónicas 

incrementa la efectividad del tratamiento [275]. Esto se logra cuando la elección del 

régimen terapéutico deja de ser empírica y pasa a ser basada en evidencia verídica y 

confiable. 

4. Nuevas estrategias antibiofilm 

La efectividad de un tratamiento en la erradicación de un biofilm estará limitada por el 

mecanismo de acción propio de la molécula. Los agentes antimicrobianos empleados 

actualmente fueron desarrollados contra células planctónicas, por lo que su efectividad en 

biofilms suele ser baja [32, 61, 62] . Esto hace que sea imprescindible desarrollar estrategias 

con actividad específica antibiofilm. Aunque el abordaje de esta problemática no se 

encuentra dentro de los objetivos de esta tesis, la sección de anexos presenta dos estudios 

que evalúan dos estrategias antibiofilm en bacterias.  

Brevemente, en el artículo 6 se evaluó el potencial antimicrobiano de tres subtipos de la 

histona H1 humana: H1.0, H1.2 y H1.4. Como resultado, las tres proteínas mostraron un 

efecto bactericida contra células plantónicas de P. aeruginosa PAO1, asociado a daño en la 

membrana. La reducción de la biomasa celular también se encontró luego del tratamiento 

de los biofilms con H1.0, tanto en un modelo in vitro estático como en uno dinámico. Lo 

que sugiere un potencial terapéutico de estas biomoléculas en el tratamiento de 

infecciones agudas y crónicas por patógenos como P. aeruginosa. 

La inyección de las histonas H1.0 y H1.4 en larvas de G. mellonella no causó ningún signo 

de toxicidad, y su uso en larvas infectadas con P. aeruginosa incrementó la supervivencia 

de estas, en comparación con las larvas no tratadas. Sin embargo, estudios que involucren 

células humanas y mamíferos como modelo animal deben validar estos resultados. El 

mecanismo de acción a nivel de la membrana de estas moléculas puede ocasionar 

reacciones adversas por interacciones inespecíficas con las células eucariotas [276, 277]. 

Sin embargo, el descubrimiento del ácido polisiálico como molécula capaz de reducir la 

citotoxicidad de las histonas H1 sin alterar su actividad antimicrobiana, abre las puertas 

para que estas proteínas sean utilizadas en aplicaciones biomédicas [278]. 

Por otra parte, la actividad antibiofilm de bacteriófagos aislados clínicamente contra 

biofilms de la cepa uropatogénica E. coli CFT073 fue demostrada en el artículo 7. Este 
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estudio evidenció que reducciones en la biomasa de los biofilms bacterianos pueden 

presentarse incluso cuando los bacteriófagos no son específicos para la cepa implicada. 

Dicha actividad fue confirmada en modelos in vitro estáticos y dinámicos. Este efecto está 

asociado con potencial antibacteriano y la producción de enzimas depolimerizantes. 

Aunque ambas opciones pueden ser alternativas importantes en el desarrollo de terapias 

antibiofilm, es importante seguir explorando su efectividad y seguridad. Adicionalmente, 

es necesario que nuevos estudios evalúen la combinación de las histonas y los bacteriófagos 

con tratamientos clásicos (antibióticos) y poco convencionales (AMPs). Esto debido a que 

los experimentos de sinergia con antibióticos realizados en el artículo 6 y el artículo 7 no 

fueron concluyentes. 
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Conclusiones 

1. La capacidad de adaptación de C. parapsilosis a la disponibilidad de nutrientes 

presente en los diferentes medios de cultivo influencia su tasa de crecimiento, 

morfología, susceptibilidad antimicrobiana y virulencia, tanto en estado plantónico 

como de biofilm. 

2. Caracterizar las respuestas de los microorganismos que crecen en biofilms frente a 

variaciones ambientales ayudará a definir mejores protocolos para su estudio. 

3. El orden de colonización de las especies afecta la composición, estructura, 

susceptibilidad y virulencia de biofilms polimicrobianos de C. albicans y P. 

aeruginosa. 

4. La elección de tratamientos antimicrobianos, cuya eficacia sea independiente de 

los efectos de prioridad derivados del orden de colonización de las especies, 

aumentará la probabilidad de éxito terapéutico de las coinfecciones causadas por 

biofilms de C. albicans y P. aeruginosa. 

5. La matriz extracelular es un factor importante en la resistencia de los biofilms, 

brindando protección individual, como en el caso de C. parapsilosis frente a la 

anfotericina B, o extendida, como la otorgada por P. aeruginosa a C. albicans frente 

a la caspofungina. 

6. C. albicans y S. aureus interactúan en respuesta a cambios ambientales asociados a 

las disponibilidad de recursos y del pH, que resultan en nuevos fenotipos con 

adaptaciones metabólicas y cambios en la expresión de factores de virulencia que 

impactan negativamente en la supervivencia del huésped. 

7. Interacciones físicas, químicas y efectos de prioridad derivados del orden de 

colonización de las especies presentes entre hongos y bacterias pueden aumentar 

el potencial patogénico de las coinfecciones.  

8. La tinción específica para hongos FUN-1 permite evaluar la susceptibilidad a los 

antifúngicos en células de C. parapsilosis, tanto en estado plantónico como de 

biofilm. 
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9. El dimorfismo de C. parapsilosis generó variaciones en la permeabilidad de las 

tinciones comúnmente usadas, Syto 9 y Naranja de tiazol, resaltando la importancia 

de evaluar a priori el rendimiento de las tinciones de fluorescencia en el estudio de 

levaduras. 

10. El BiofilmChip es un dispositivo de microfluídica robusto y versátil que permite la 

formación de biofilms monomicrobianos y polimicrobianos en condiciones 

dinámicas. 

11. La medida de la impedancia es un método de lectura sensible que permite 

monitorear en tiempo real el proceso de formación de biofilms y la respuesta a los 

antibióticos. 

12. Una estrategia para el desarrollo de terapias antibiofilm consiste en explotar la 

actividad antibacteriana presente en la naturaleza, como en el caso de los 

bacteriófagos y las histonas. 

13. G. mellonella es un modelo animal que permite evaluar fácilmente diferencias 

fenotípicas  como la virulencia de los microorganismos patógenos. 
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Material Suplementario 

Fig S1 Circular dichroism spectra of histones H1 subtypes in (A) PBS and (B) TFE 20%. 

Represented data are derived for 5 independent measurements. 
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