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1. LABURPENA 

Candida auris farmako askorekiko erresistentzia garatzen ari den onddo patogenoa da. Espezie 

honen patogenezitateari buruzko hainbat ikerketen berri izan arren, C. auris-en birulentziari 

buruzko ezagutza mugatua da oraindik. Gradu amaierako lan honetan C. auris-en 

patogenezitatean eragina duen adhesio birulentzia faktorea aztertzea da helburu. Horretarako, 

C. auris andui mutante desberdinak baliatu ziren in vivo probak eta biofilm entseguak 

burutzeko. Emaitzarik esanguratsuenak mutazio-kontzentrazio handieneko anduiarekin lortu 

ziren (iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ), bai in vivo entseguetan Galleria mellonella 

intsektuan eta Caenorhabditis elegans nematodoan, bai biofilm ekoizpenean. Hortik ondoriozta 

daiteke, C. auris-en adhesioan parte hartzen duten zelula-paretako proteinak kodetzen dituzten 

gene-mutazioen metaketak jaitsi egin dezakeela mikroorganismoaren atxikitzeko gaitasuna, 

horren birulentzia murriztuz. Hala ere, ezin daiteke zehaztu proteina horietako bakoitzak 

adhesioan duen garrantzia, izan ere, mutazio konkretuak dituzten anduiek ez zuten emaitza 

adierazgarririk aurkeztu. 

2. SARRERA 

2.1. Candida ETA KANDIDIASIAK 

Kandidiasia gaixotasun ohikoa da, gaur egungo gizartean ere intzidentzia handia aurkezten 

duena (Miró et al., 2017). Candida-k munduko mikosi oportunisten eragile garrantzitsuena 

izaten jarraitzen du (Del Rocío Reyes Montes M., 2017; Pfaller MA, 2007). Gainera, onddo 

hau Osasunaren Mundu Erakundeak (OME) osatutako lehentasunezko patogenoen zerrendan 

dago (Osasunaren Mundu Erakundea, 2022). Nahiz eta medikuntzaren garapenari esker 

aurrerapenak lortu eta kandidiasi gaixotasunak heriotza tasa oso altuak ez izan, 

immunoeskasiak edo azpiko gaixotasun larriak dituzten pazienteetan ondorio latzak izan 

ditzake. Kandidiasi inbaditzailea izan dezaketen pazienteen artean minbizia duten paziente 

neutropenikoak, prozesu kirurgikoen eraginpean dauden pazienteak, jaioberri goiztiarrak edo 

zainketa intentsiboetako unitatekoak (ZIU) aurki daitezke (Pfaller M.A., 2007).  

Kasu gehienetan gaixotasun honetan Candida espezie bakarra dago inplikatuta: Candida 

albicans (Achkar J.M., 2010; Aguilar et al., 2020). Kultiboetatik isolatutako espezieen %85-

%95a C. albicans espezieari dagokio. Gainontzeko isolaketak, genero berdineko beste espezie 

batzuei dagokie. Horien artean, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei eta 
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Candida glabrata (Aguilar et al., 2020; Fidel P., 2007). Infekzio fungiko inbaditzaileen adibide 

klinikorik ohikoena kandidemia da, hau da, Candida-k eragindako odolaren infekzioa (Quindos 

et al., 2018).  

2.2. Candida auris 

Candida auris mundu mailan inpaktu handia duen legamia emergentea da. 2009an aurkitu zuten 

lehen aldiz Japonian eta geroztik, hainbat kontinentetan eta 35 herrialde baino gehiagotan 

aurkitu da, Antartikan izan ezik (Satoh et al., 2009; Shaukat et al., 2020). C. auris garrantzi 

handiko mikroorganismoa da; izan ere, espezie honen anduien %90ak tratamendu gehienetan 

erabiltzen den flukonazol farmakoarekiko erresistentzia aurkezten dute eta gainera, espezie 

honek beste antifungiko batzuekiko erresistentzia aurkez dezake (García et al., 2020).  Espezie 

hau kandidemia bezalako infekzio inbaditzaileekin eta heriotza maila handiekin erlazionatu da. 

Gainera, ospitaletan mantentzeko gaitasun handia duela eta, geroz eta garrantzi handiagoa 

hartzen ari den mikroorganismoa da (García et al., 2020). 

Herrialde desberdinetako C. auris isolatuen karakterizazio fenotipiko eta genotipikoek espezie 

honen aniztasun altua argitara eman dute, bost klatu filogenetiko identifikatuz (Chow et al. 

2020).   

C. auris-en ezaugarri patogeniko bat agregatuak sortzeko gaitasuna da. Nahiz eta C. auris 

mikroorganismoari buruzko informazioa ugaria izan, erlatiboki informazio gutxi dago fenotipo 

konkretu horren inguruan (Szekely et al., 2019). Bost klatu geografiko eta filogenetiko 

desberdin egoteak mugatu egin du patogeno honen agregatuak sortzeko mekanismoaren 

karakterizazioa biofilm formakuntzari, farmakoekiko erresistentziari eta ostalariarekin 

burututako interakzioei dagokienez (Chow et al. 2020).  

2.2.1. C. auris birulentzia faktoreak 

C. auris-ek birulentzia faktore asko partekatzen ditu C. albicans-ekin, hala nola proteinasak, 

lipasak, manosiltransferasak edo oligopeptidoen garraiatzaileak (Chatterjee S., 2015). Bestalde, 

biofilmen formakuntza, antifungikoekiko erresistentzia eta atxikidura ere C. albicans eta 

C.auris-ek partekatzen dituzten birulentzia faktoreak dira (Chybowska A., 2020).  

Mikroorganismoak gainazal bati atxikitzen direnean eta ekoiztutako zelulaz kanpoko 

polimeroen bitartez, egiturazko matrize bat eraikitzen dutenean, garatzen dira biofilmak. 

Biofilm formakuntza garrantzi kliniko handiko birulentzia faktorea da; izan ere, terapia 

antifungikoekiko erresistentzia aurkezten du (Horton M., 2020). Biofilm egituren barnean 
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dauden zelula fungikoak sistema immunologikoko erantzunetatik eta agente antifungikoetatik 

babestuta daude (Nobile C., 2009).   

In vivo ereduak, mikroorganismo mota desberdinen birulentzia eta patogenezitate maila 

neurtzeko aukera ematen du. Ornogabeen eta ugaztunen erantzun immunearen arteko 

antzekotasunaren ondorioz, Galleria mellonella eta Caenorhabditis elegans ereduak birulentzia 

mikrobianoaren alterazioak aztertzeko erabil daitezke (Hernando-Ortiz A., 2021). Hainbat 

ikerketetan ikusi den bezala emaitza interesgarriak lortu dira eredu horiek erabiliz (Muñoz JE., 

2020).  

3. HIPOTESIA ETA HELBURUAK 

3.1. HIPOTESIA 

Adhesioan parte hartzen duten proteinak kodetzen dituzten geneen delezioak birulentzia 

txikiagoko C. auris-en mutanteak sortuko ditu.   

3.2. HELBURU NAGUSIA 

C. auris mikroorganismoaren paretako adhesinek birulentzian duten garrantzia aztertzea, horiek 

kodifikatzen dituzten geneen delezio mutazioetan oinarrituta.   

3.3. BIGARREN MAILAKO HELBURUA 

C. auris mutante anduien, parental anduiaren eta fenotipo gehigarria duen anduiaren 

karakterizazioa hurrengo parametroetan oinarrituta: Biofilmak eratzeko gaitasuna eta in vivo 

birulentzia Galleria mellonella eta Caenorhabditis elegans ereduetan.   

4. MATERIAL ETA METODOAK 

4.1. MIKROORGANISMO ETA KULTIBO BALDINTZAK 

CRISPR-Cas9 edizio genetiko teknikaren bitartez lortutako 13 andui mutante aztertu ziren. 

Teknika horren bitartez, paretako proteina desberdinak kodifikatzen dituzten geneen delezioa 

bideratu zen. Parental eta mutante andui bakoitzari kode zehatz bat ezarri zitzaien Euskal 

Herriko Unibertsitateko (EHU) anduien zerrendan oinarrituta. 1. taulan andui bakoitzaren 

kodea eta horri lotutako mutazioak adierazten dira, eta 2. taulan baliatutako erreferentzia eta 

kontrol anduiak. Andui mutanteak Gaztela-Mantxako Unibertsitateko talde laguntzaileak 

CRISPR-Cas9 edizio genetikoko teknikaren bidez lortu zituzten MINECOk (SAF2017-86188-
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P) eta MCINek (PID2020-117983RB-I00) finantzatutako proiektuetan. Teknika horren 

bitartez, pareta zelularreko proteinak ekoizteaz arduratuko diren geneen delezioa burutu zen. 

Bestalde, lan esperimentala arrisku biologikoko 2. taldeko mikroorganismoekin egin zen, C2 

segurtasun-maila ziurtatuta duten laborategietan. Gainera, ikerketa taldeak Agente Biologikoen 

eta GEOen Ikerketarako Etika Batzordearen (CEIAB UPV/EHU) onespena du; erreferentzia-

zenbakia: M30_2022_377. 

 

 

1. taula: Azterketarako baliatutako C. auris  andui desberdinak eta bakoitzari dagokion mutazioa.  

UPV/EHU 

Kodea 

Mutantea Ezabatutako 

genea 

Gene 

ezabatuaren 

ORF zenbakia 

Proteina/ 

Genearen 

deskribapena 

21-071 iff6Δ IFF6 CVRJ01000109

.1_14 

Adhesina 

21-072 iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ IFF6  Adhesina 

21-073 rbr3Δ RBR3 CVRJ01000294

.1_7^CVRJ0100

0359.1_1 

Adhesina 

21-074 iff4Δ/iff1Δ/rbr3Δ RBR3  Adhesina 

21-075 iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/r

br3Δ 

RBR3  Adhesina 

22-108 hyr3Δ HYR3 CVRJ01000399

.1_6^CVRJ0100

0439.1_4 

Adhesina 

22-110 iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/r

br3Δ/hyr3Δ 

HYR3  Adhesina 

22-134 iff6Δ/rbr3Δ RBR3  Adhesina 

22-136 iff4Δ/rbr3Δ RBR3  Adhesina 

22-138 iff6.4Δ IFF6.4 CVRJ01000137

.1_1 

Adhesina 

22-140 iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/r

br3Δ/hyr3Δ/iff6.4

Δ 

IFF6.4  Adhesina 

19-115_ 

Parentala 

   Parentala 
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Ikerlan honetan erabilitako C. auris anduiek delezioak zituzten adhesinak kodifikatzen zituzten 

geneetan, zehazki, IFF familiako geneetan, RBR3 genean eta HYR3 genean.  

 

 

2. taula: Azterketan erabilitako beste andui batzuk.  

Identifikazioa Ezaugarriak 

C. auris UPV/EHU 18-029 Agregatu ekoizlea  

C. albicans SC5314 Biofilmen sorkuntzarako kontrola 

C. albicans Ca2 Mizelio ez-sortzaile mutantea 

 

 

Hala andui mutanteak nola erreferentzia anduiak glukosatutako agar Sabouraud-ean (Scharlab, 

Espainia) kultibatu ziren 24-48 h 37 ºC-tara horien erabilerarako. Bestalde, horien 

kontserbazioa 4 ºC eta/edo -70 ºC-tan burutu zen.  

4.2. BIOFILM EKOIZPEN AZTERKETA 

Biofilm ekoizpen azterketa Ramage et al. (2004) eta Miranda-Cadena et al. (2021) azaldutako 

metodologia jarraituz burutu zen. Azterketan, C. albicans SC5314 kontrol positibo bezala eta  

C. albicans Ca2 kontrol negatibo bezala gehitu ziren.  

Andui bakoitza glukosatutako agar Saboraud-ean inkubatu zen, 37 ºC-tara 24 orduz, eta 

denbora horren ondoren YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) medio likidora 3 mL transferitu 

zen, eta 30 ºC-tan inkubatu zen berriro 24 orduz agitazio orbitalean. Behin 24 h igarota, hiru 

garbiketa bideratu ziren PBS (Phosphate Buffer Saline) baliatuz. Ondoren, ganbara kontaketa 

metodoaren bidez 1x106 zelula/ml dentsitateko inokulu zelularra prestatu zen RPMI 1640 

medioan (Sigma-Aldrich, AEB). RPMI 1640 medioari L-glutamina eta MOPS (3-(N-

morpholino)propanesulfonic acid) (Sigma-Aldrich) tanpoia gehitu zitzaion. 

Biofilmak 100 putzuko eta hondo lauko poliestirenozko mikroplaketan garatu ziren 

(Labsystems, Finlandia). Horretarako, anduiak lerro paralelo desberdinetan banatu ziren. Andui 

bakoitzerako bost putzuz osatutako lerroa eratu zen, aurretik prestatutako 100 μl inokulu 
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gehituz putzu bakoitzera. Hori bi mikroplaketan burutu zen: bat biofilmaren aktibitate 

metabolikoaren neurketarako eta bestea biofilmaren biomasaren determinaziorako. Ondoren, 

mikroplakak 37 ºC-tara inkubatu ziren 24 eta 48 orduz. Denbora horren ostean, atxikitu ez ziren 

zelulak kendu ziren hiru garbiketa eginez PBSrekin (100 μl).  

4.2.1. Biofilmaren aktibitate metabolikoaren determinazioa 

Biofilmen aktibitate metabolikoaren determinazioa Ramage et al. (2004) zehaztutako 

protokoloa jarraituz burutu zen. Mikroplaken garbiketa hirukoitzaren ostean, 0,5 g/l 

kontzentrazioko 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolio-5-carboxanilida (XTT, 

Sigma-Aldrich) 100 μl gehitu ziren (1 μM menadiona 1,2 μl gehigarriarekin) putzu bakoitzera. 

Mikroplakak 37 ºC-tara inkubatu ziren 2 orduz iluntasunean. 2 h igarotzean, XTT-ak 

formazanari eragindako erredukzioak (biofilmaren eskutik) bideratutako aldaketa 

kolorimetrikoa aztertu zen. Horretarako, mikroplakak Bioscreen C MBR bidez irakurri ziren 

492 nm-ko uhin luzerara. Absorbantzia irakurketak 0,3 baino baxuagoa ematen bazuen, 

biofilmaren aktibitate metabolikoa baxu bezala deskribatu zen. Absorbantzia 0,3-0,5 tartekoa 

bazen, biofilmaren aktibitate metabolikoa moderatu bezala deskribatu zen eta 0,5 baino 

handiagoa bazen, aktibitate metaboliko handi bezala. 

4.2.2. Biofilmaren biomasaren determinazioa 

Biofilmen biomasaren determinazioa Peeters et al. (2008) zehaztutako protokoloa jarraituz 

burutu zen. PBS garbiketa ostean (atxikitu ez ziren zelulen garbiketarako), mikroplakak 

sikatzen utzi ziren ingurune tenperaturara 30 minutuz. Ondoren, putzu bakoitzera 100 μl %0,4 

kristal bioleta ur destilatutan (CV) gehitu zen eta mikroplaka ingurune tenperaturan sikatzen 

utzi ziren 20 minutuz. Gero, 2 garbiketa burutu ziren  250 μl ur esterilekin eta gero, 150 μl %33 

azido azetiko soluzio gehitu zen putzu bakoitzera. Biomasaren irakurketa 600 nm-ko uhin 

luzeran burutu zen.  

Biofilmen eraketaren interpretazioa Miranda-Cadena et al. (2021) deskribatutako kriterioak 

jarraituz burutu zen. Absorbantzia irakurketak 0,3 baino baxuagoa ematen bazuen, biofilm 

eratzaile urri bezala deskribatu zen. Absorbantzia 0,3-0,5 tartekoa bazen, biofilm eratzaile 

moderatu bezala deskribatu zen eta absorbantzia 0,5 baino handiagoa bazen, biofilm eratzaile 

handi bezala. 
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4.3. BIRULENTZIA AZTERKETA IN VIVO G. mellonella EREDUAN 

Azterketa honetan andui mutanteen, parentalaren, agregatu eratzailearen eta C. albican SC5314 

birulentzia ebaluatu zen 1x106 zelula/larba kontzentrazioan. Larbak DNTecosystems-tik 

(Espainia) lortu ziren.  

Infekzio aurretik, G. mellonella-ren 20 larba aukeratu ziren entsegurako. Larbak 0,3 g eta 0,5 g 

artekoak izan ziren eta Petri plaketan inkubatu ziren 37 ºC-tara 24 orduz, elikagai barik eta 

iluntasunean. Entseguaren egunean, 37 ºC-tan 24 orduz glukosatutako agarrean inkubatutako 

kultibo puruetatik abiatuta Candida suspentsio bana prestatu zen andui bakoitzerako  anpizilina 

20 μg/ml kontzentrazioa zueneko 5 ml PBS-tan. Bi garbiketa 10 min 2500rpm-tara, eta 

kontaketa zelularra (kontaketa ganbaran) burutu ostean, 1x108 Candida/ml PBS + anpizilina 

kontzentrazioko inokuluak lortu ziren. 

Infekzioa 10 μl Candida suspentsioen injekzio bidez burutu zen, zehaztasun xiringa (Agilent, 

AEB) baten bitartez. Injekzioa larba bakoitzaren azkeneko ezker hankan burutu zen, 1x106 

Candida/zizare amaierako kontzentrazioa lortuz. Kontrol talde bezala, manipulatu gabeko 

larbak gehitu ziren plaka batera eta anpizilinadun PBS tanpoiaz injektatutako larbak gehitu 

ziren beste plaka batera. Larba plaka guztiak iluntasunean inkubatu ziren 37 ºC-tara. Larben 

heriotza begi bistaz burututako azterketen bidez neurtu zen mugimendu faltan eta 

melanizazioan oinarrituta. Azterketa infektatu eta 24 orduro burutu zen, 120 orduak igaro arte. 

Entsegu bakoitza hiru aldiz errepikatu zen esperimentu independenteetan (Hernando-Ortiz A., 

2021).  

4.4. BIRULENTZIA AZTERKETA IN VIVO C. elegans EREDUAN 

Andui mutanteen, parentalaren eta agregatu eratzailearen birulentzia analisia Hernando-Ortiz 

et al. (2021) deskribatu bezala bideratu zen. Entsegurako Caenorhadbditis Genetika Zentrotik  

(Universidad de Minnesota, AEB) lortutako AU37 C. elegans nematodoak erabili ziren, izan 

ere, nematodo hauek ezin dira 25°C-tan ugaldu eta infekzioarekiko sentikorragoak dira.  

Nematodoen mantenua nematodoen hazkuntzarako medioa (NGM, 3 g NaCl, 17 g agar, 2,5 g 

peptona, 1 ml 1 M CaCl2 , 1 ml 5 mg/ml kolesterol etanolean, 1 ml M MgSO4, 25 ml 1 M KPO4, 

975 ml H2O) eta Escherichia coli OP50 (elikagai bezala) zuteneko plaketan burutu zen, 15 °C-

tan. Entseguak burutzeko L4 hazkuntza faseko nematodo sinkronizatuak erabili ziren. 

Nematodo horiek lisi bidez prestatu ziren sodio hipoklorito soluzio alkalino batekin (NaClO). 

Infekzioa egiteko, nematodoak kanamizinaz (90 µg/ml) osatutako BHI agar-plaketan (aldez 
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aurretik andui bakoitzarekin ereindakoak eta 2 orduz 25 ºC-tara inkubatutakoak) jarri ziren, 

nematodoak legamiarekin elikatzeko. 

Ondoren, zelula hondarrak M9 tanpoi bidez ezabatu ziren. Jarraian, nematodoak mikrotitulazio 

plaketara (20 nematodo putzuko) transferitu ziren. Putzu bakoitzak M9 tanpoia (10 µg/ml 

kolesterol etanolean eta 90 µg/ml kanamizina kontzentrazioekin) zuen. Plaka horiek 25 ºC-tara 

inkubatu ziren eta nematodoen biziraupena begiz determinatu zen Nikon SMZ-745 (Japonia) 

estereomikroskopioa baliatuz. Behaketak infekzio momentutik 24 orduro burutu ziren 120 

ordura arte. Nematodoak hilda bezala katalogatzen ziren bastoi itxura zutenean eta agatxo 

(platinozko alanbrea) batez eragindako estimulazioari erantzuten ez ziotenean. Esperimentu 

bakoitzeko, 60 nematodo erabili ziren minimo eta bi erreplika independente burutu ziren 

gutxienez. Infekzioan kontrol negatiboak ere ezarri ziren.  

4.5. ANALISI ESTATISTIKOA 

Emaitzen azterketa estatistikoa burutzeko metodo desberdinak baliatu ziren. Biofilmen kasuan, 

emaitzen adierazpenerako GraphPad Prism 8 (Software GraphPad, AEB) software-a erabili zen 

eta talde desberdinen diferentzia esanguratsuak adierazteko ANOVA test multifaktoriala 

baliatu zen. Bi ereduetako entseguetan lortutako biziraupen datuak Kaplan-Meier biziraupen 

kurben bitartez aztertu ziren GraphPad Prism 8 software-a erabiliz. Bestalde, kurba horien 

arteko diferentzia esanguratsua Log-rank egoeraren bitartez aztertu zen SPSS v.24.0. (IBM, 

AEB) programa estatistikoa erabiliz. Kasu guztietan, p<0,05 analisien balioak estatistikoki 

adierazgarritzat jo ziren. 

5. EMAITZAK 

5.1. BIOFILM EKOIZPEN AZTERKETA 

Biomasaren determinazioan, 1. irudian ikus daitekeen bezala, 24 orduko eta 48 orduko 

entseguetan, sei mutazioko (iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ) anduian (22-140) diferentzia 

ikusi zen: parentalarekin (19-115) alderatuz biomasa ekoizpena nabarmenki jaitsiz (p=0,016 

eta 0,0308). Biofilmen aktibitate metabolikoari dagokionez, 2. irudian beha daitekeen bezala, 

24 orduko eta 48 orduko entseguetan ez zen diferentzia nabarmenik ikusi andui mutante eta 

parentalaren artean. 
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1. irudia: C. auris anduien eta erreferentzia anduien biofilm formakuntza. Andui mutanteek, parentalak eta 

agregatuek eratutako biofilmen biomasa 24 eta 48 ordura, absorbantzia bidez adierazita. 

 

 

 

2. irudia: C. auris anduien eta erreferentzia anduien biofilmen aktibitate metabolikoa. Andui mutanteek, 

parentalak eta agregatuek eratutako biofilmen aktibitate metabolikoa 24 eta 48 ordura, absorbantzia bidez 

adierazita. 
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5.2. BIRULENTZIA AZTERKETA IN VIVO G. mellonella EREDUAN 

Azterketa honetan andui mutanteak hiru taldetan banatu ziren biziraupen grafikoen behaketa 

errazteko (3, 4 eta 5 irudiak). Bestalde, 3. taulan emaitzak bateratuta adierazita daude. 

 

3. irudia: C. auris andui mutante desberdinez infektatutako larben biziraupen tasa G. melonella in vivo 

ereduan. iff6Δ, rbr3Δ, iff6Δ/rbr3Δ, iff4Δ/rbr3Δ anduiekin eta parentalarekin infektatutako G. mellonella larben 

biziraupen kurba. Larba osasuntsuen kontrola: manipulatu gabe. PBS anpizilina gehigarriarekin (PBS+anpizilina) 

inokulatutako larbak.  

 

 

 

4. irudia: C. auris andui mutante desberdinez infektatutako larben biziraupen tasa G. melonella in vivo 

ereduan. 18-029 agregatu ekoizlearekin, iff6.4Δ, iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ, iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ anduiekin 

eta parentalarekin infektatutako G. mellonella larben biziraupen kurba. Larba osasuntsuen kontrola: manipulatu 

gabe. PBS anpizilina gehigarriarekin (PBS+anpizilina) inokulatutako larbak.  
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5. irudia: C. auris andui mutante desberdinez infektatutako larben biziraupen tasa G. melonella in vivo 

ereduan.  hyr3Δ, rbr3Δ, iff4Δ/iffi1Δ/rbr3Δ, iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ, iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ anduiekin eta 

parentalarekin infektatutako G. mellonella larben biziraupen kurba. Zizare osasuntsuen kontrola: manipulatu gabe. 

PBS anpizilina gehigarriarekin (PBS+anpizilina) inokulatutako larbak.  

 

Orokorrean, iff6∆ (21-071), rbr3Δ (21-073), hyr3∆ (22-108), iff4∆/iff1∆/iff6∆ (21-071) eta 

iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ (22-140) andui mutanteek birulentzia txikiagoa aurkeztu 

zuten G. mellonella ereduan andui parantelarekin alderatuz.   

3. irudian eta 3. taulan ikus daitekeenez, andui mutante gehiengoez infektatutako larbek andui 

parentalarekin infektatutakoekin alderatuz, biziraupen tasa altuagoa (%1,7) aurkeztu zuten. 

Adhesina iff4∆/iff1∆/iff6∆ (21-072) andui mutantearekin infektatuako larbek biziraupen tasa 

altuena aurkeztu zuten (%16,7). Gainera, diferentzia hori esanguratsua izan zen andui 

parentalarekin infektatutakoekin alderatuz (p<0,000). Era berean, iff6∆ (21-071) eta 

iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ (22-140) andui mutanteekin infektatutako larbek 

biziraupen tasa altuagoak aurkeztu zituzten parentalarekin infektatutakoekin alderatuz: %10 eta 

%8,3 (p=0,002 eta p=0,003) portzentaiak zehazki. Bestalde, iff6.4Δ (22-138) andui 

mutantearekin infektatutako larbek ez zuten desberdintasun nabarmenik aurkeztu andui 

parentalarekin infektatutakoekin alderatuz (p=0,890). 

Horrez gain, 4. irudian eta 3. taulan ikus daitekeenez, 18-029 agregatu ekoizleak eta iff6Δ (21-

073) andui mutanteekin infektatutakoek birulentzia maila baxuagoa aurkeztu zuten 

parentalarekin infektatutakoekin alderatuz (%8,3 eta %11,7 biziraupena 120 ordura). 

Diferentzia hau esanguratsua izan zen andui parentalarekiko (p<0,005). Kontrara, ez zen 

diferentzia nabarmenik aurkeztu iff6Δ/rbr3Δ (22-134) eta iff4∆/rbr3∆ (22-136) andui 
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mutanteekin infektatutako larben biziraupen tasetan, berriz ere andui parentalarekin 

infektatutakoekin alderatuz.  

Bestalde, 5. irudian eta 3. taulan ikusten denez, hyr3∆ (22-108) anduiarekin infektatutako 

larbek 120 ordutan andui parentalarekin infektatutakoek baino biziraupen tasa altuagoa 

aurkeztu zuten (%13,3). Balio horretan oinarrituz, diferentzia estatistiko esanguratsua aztertu 

zen (p<0,005). Aldiz, iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ (22-110), iff4Δ/iff1Δ/rbr3Δ (21-074) eta 

iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ (21-075) anduiek ez zuten birulentzian diferentzia nabarmenik aurkeztu 

andui parentalarekin alderatuz (p=0,390, p=0,831 eta p=0,063 hurrenez hurren).  

 

3. taula: C. auris andui mutante, parental eta agregatu eratzaileaz infektatutako G. mellonella-ren biziraupen 

portzentaiak.   

Infekzio baldintzak 

Biziraupen portzentaia (%) 

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 

Infektatu gabe 100 100 98,7 96,1 90,8 82,9 

PBS + anpizilina 100 100 100 90,0 78,3 68,3 

Iff6Δ (21-071) 100 93,3 36,7 16,7 11,7 10,0 

iff4Δ/ iff1Δ/iff6Δ (21-072) 100 93,3 56,7 31,7 25,0 16,7 

rbr3Δ (21-073) 100 96,7 23,3 15,0 11,7 11,7 

iff4Δ /iff1Δ/rbr3Δ (21-074) 100 91,7 13,3 6,7 3,3 1,7 

iff4Δ /iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ (21-075) 100 86,7 6,7 3,3 3,3 0,0 

hyr3Δ (22-108) 100 91,7 53,3 18,3 13,3 13,3 

iff4Δ /iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ (22-110) 100 85,0 8,3 1,7 1,7 1,7 

iff6.4 Δ (22-138) 100 86,7 33,3 16,7 11,7 6,7 

Iff4Δ/rbr3Δ (22-136) 100 90,0 11,7 6,7 5,0 3,3 

Iff6Δ/ rbr3Δ (22-134) 100 88,3 13,3 6,7 3,3 1,7 

iff4Δ /iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ (22-140) 100 93,3 31,7 18,3 10,0 8,3 

Parentala (19-115) 100 81,7 16,7 1,7 1,7 1,7 

Agregatu ekoizlea (18-029) 100 85,0 31,7 10,0 8,3 8,3 

C. albicans SC5314 100 88,3 25,0 16,7 13,3 13,3 
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5.3.  BIRULENTZIA AZTERKETA IN VIVO C. elegans EREDUAN 

G. mellonella birulentzia emaitzetan bezala, C. elegans ereduaren emaitzen behaketarako andui 

mutanteak hiru taldetan banatu ziren (6, 7 eta 8 irudiak). Bestalde, 4. taulan emaitzak 

bateratuta adierazita daude.  

 

6. irudia: C. auris andui mutante desberdinez infektatutako nematodoen biziraupen tasa C. elegans in vivo 

ereduan. iff6∆, rbr3∆, iff6∆/rbr3∆, iff4∆/rbr3∆ anduiekin, parentalarekin eta 18-029 agregatu ekoizlearekin 

infektatutako C. elegans biziraupen kurba. Kontrola: infektatu gabe.  

 

 

 

7. irudia: C. auris andui mutante desberdinez infektatutako nematodoen biziraupen tasa C. elegans in vivo 

ereduan. iff6∆, iff4∆/iff1∆/iff6∆, iff6.4∆, iff4∆/iff1∆/iff6∆/rbr3∆/hyr3∆/iff6.4∆ anduiekin eta parentalarekin 

infektatutako C. elegans biziraupen kurba. Kontrola: infektatu gabe.  
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8. irudia: C. auris andui mutante desberdinez infektatutako nematodoen biziraupen tasa C. elegans in vivo 

ereduan. Iff4∆/iff1∆/iff6∆/rbr3∆/hyr3∆, iff4∆/iff1∆/iff6∆/rbr3∆, hyr3∆, iff4∆/iff1∆/rbr3∆ anduiekin eta 

parentalarekin infektatutako C. elegans biziraupen kurba. Kontrola: infektatu gabe.  

 

4. taula: C. auris andui mutante, parental eta agregatu eratzaileaz infektatutako C. elegans nematodoen biziraupen 

portzentaiak.   

Infekzio baldintzak 

Biziraupen portzentaia (%) 

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 

Infektatu gabe 100 97,8 96,2 96,2 93,4 86,3 

Iff6Δ (21-071) 100 93,7 75,1 41,7 22,3 4,7 

iff4Δ/ iff1Δ/iff6Δ (21-072) 100 96,9 77,0 41,7 22,5 6,2 

rbr3Δ (21-073) 100 96,6 72,2 44,9 23,6 4,8 

iff4Δ /iff1Δ/rbr3Δ (21-074) 100 99,7 74,5 41,7 27,6 7,6 

iff4Δ /iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ (21-075) 100 99,7 86,6 43,0 26,2 5,0 

hyr3Δ (22-108) 100 99,0 80,0 41,7 23,4 7,1 

iff4Δ /iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ (22-

110) 100 99,1 73,5 28,7 15,2 5,8 

iff6.4 Δ (22-138) 100 99,3 82,3 41,7 26,0 5,6 

Iff4Δ/rbr3Δ (22-136) 100 99,7 89,9 45,8 29,5 6,2 

Iff6Δ/ rbr3Δ (22-134) 100 98,6 85,4 48,4 28,1 4,3 

iff4Δ /iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ 

(22-140) 100 99,8 90,4 51,7 34,6 8,3 

Parentala (19-115) 100 99,0 78,0 36,5 24,3 8,6 

Agregatu ekoizlea (18-029) 100 96,4 79,9 51,8 33,1 5,4 
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Eredu honetan, 6, 7 eta 8. irudietan eta 4. taulan ikus daitekeenez, andui mutanteekin eta 

parentalarekin infektatutako zizareen biziraupen tasak 120 ordura antzekoak izan ziren: %4,3 

eta %8,6 artekoak. Aldiz, iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ (22-140) anduiak birulentzia 

txikiagoa aurkeztu zuen andui parentalarekin alderatuz. Birulentzia desberdintasun hori 

esanguratsua izan zen (p<0,005). Diferentzia hori, argiago ikus daiteke 4. taulan infekzio 

momentutik 120 ordura erregistratutako biziraupen tasetan.  

6. EZTABAIDA 

Candida generoko espezieek eragindako infekzioek nabarmen ugaritu dira azken 

hamarkadetan. Infekzio-kasu horien eragile nagusia C. albicans espeziea izan arren, genero 

bereko beste espezie batzuek sortutako kandidiasi kasuak nabarmen hazi dira. Espezie horien 

adibide bat C. auris da. Onddo hori gaixotasun nosokomialei lotutako patogeno emergentea da 

(Ruiz-Gaitán et al., 2017). Espezie honetan teknika fenotipiko eta molekularren bidezko 

identifikazioan dauden arazoak direla eta, kezka sortu dute patogeno horrek eragindako kasu 

kopuru erreala zehazterakoan (Jeffery-Smith et al., 2017). C. auris-ek antifungikoekiko duen 

erresistentziak ere kezkatzen du mikroorganismo horrek eragindako infekzioen arrisku-maila 

zehazterakoan (Chybowska A., 2020). Esan bezala, onddo hau Osasunaren Mundu Erakundeak 

(OME) argitaratutako lehentasunezko patogenoen zerrendan dago (Osasunaren Mundu 

Erakundea, 2022). 

Biofilmen formakuntza garrantzi kliniko handikoa da, izan ere, ikusi da terapia 

antifungikoekiko aurkeztutako erresistentziarekin erlazionatuta dagoela (Larkin et al. 2017). 

Emaitzetan ikus daitekeen bezala, C. auris mutanteek biofilmak sortzeko gaitasuna dutela 

aztertu zen. Antzera, Larkin et al. (2017) burututako ikerlanean C. auris anduiek biofilmak 

sortzeko gaitasuna dutela ikusi zen. Bestalde, emaitzetako 1. irudian ikus daitekeen bezala, 

andui parentalarekin alderatuz, gainontzeko andui mutanteek ez zuten biofilm formakuntzan 

diferentzia nabarmenik aurkeztu, sei mutazioko anduiak izan ezik 

(iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ). Mutazio bakoitza zelula-paretako adhesina jakin baten 

gene kodifikatzailearen delezioari dagokiola jakinda, proteinen adierazpenaren inhibizioak 

biofilmen eraketan eragina izan dezakeela esan daiteke. Hau da, geroz eta adhesina gutxiago 

adierazi mikroorganismoak paretan, azalera batera adheritzeko izango duen gaitasuna urriagoa 

izango da. Nobile et al. (2006) bideratutako ikerlanean, C. albicans espeziean adhesinek 

biofilmen formakuntzan duten erlazioa aztertu zen. Hortik esan daiteke, C. auris-en kasuan ere 

adhesinak biofilmen formakuntzarekin erlazionatuta daudela. Hala ere, esan beharra dago ere, 
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gainontzeko mutanteetan ez zela parentalarekiko diferentzia nabarmenik ikusi. Beraz, 

biofilmen formakuntzan eragin nabarmen bat izateko, ez dela nahikoa adhesina konkretu bat 

kodifikatzen duen genearen delezioa eragitea. Eragina nabaritzeko, adhesina mota desberdinen 

adierazpenaren inhibizioa bideratu beharra dago, C. auris-ek biofilma eratzeko burutu behar 

duen adhesioa oztopatuz.  

Horrez gain, jarduera metabolikoari dagokionez, Larkin et al. (2017) bezalako ikerketen 

antzera, C. auris mutanteek eratutako biofilmek ez zuten aktibitate metaboliko handirik 

aurkeztu.  

In vivo G. mellonella ereduan burututako biziraupen entseguetan, emaitzetan adierazten den 

bezala, hainbat andui mutantek aurkeztu zuten diferentzia nabarmena parentalarekin alderatuz. 

Hala ere, ezin daiteke guztiz zehaztu andui horiek ezabatuta dituzten geneak eredu honetan 

birulentziarekin zuzenki erlazionatuta dauden. Izan ere, ikusi zen gene berdina ezabatuta zuten 

andui desberdinez infektatutako intsektuek biziraupen tasan emaitza desberdinak adierazten 

zituztela. Adibidez, RBR3 genea ezabatuta zuen 21-073 anduiak biziraupen tasa nabarmenki 

handiagoa adierazi zuen bitartean, gene horrez gain IFF4 eta IFF1 geneak ezabatuta zituen 21-

074 anduiak ez zuen diferentzia nabarmenik aurkeztu parentalarekiko. Antzera beste hainbat 

anduiekin, adhesinekin erlazionatutako IFF6 genea ezabatuta zuen 21-071 anduiak biziraupen 

tasa nabarmenki handiagoa adierazi zuen heinean, IFF6 geneaz gain IFF4, IFF1 eta RBR3 

geneak ezabatuta zituen 21-075 anduiak edo IFF4, IFF1, RBR3 eta HYR3 geneak ezabatuta 

zituen 22-110 anduiak ez zuen diferentzia nabarmenik aurkeztu parentalarekin alderatuz. 

Gainera, in vivo C. elegans ereduan burututako biziraupen entseguetan, emaitzetan adierazten 

den bezala, sei mutazioko (iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ) anduiak (22-140) kenduta, 

gainontzeko andui mutanteek ez zuten nematodoen biziraupen tasan diferentzia nabarmenik 

eragin, parentalarekin alderatuz. Beraz, ezin dugu ziurtasunez esan, G. mellonella in vivo 

proban, andui batzuez infektatutako intsektuek aurkeztutako biziraupen tasa nabarmenki 

altuagoak andui horiek dituzten gene delezioen ondorio dela. Hau da, C. auris-en birulentzia 

maila ez dagoela adhesina gene horiekin zuzenki erlazionatuta. Kennedy et al. (1988) burutako 

ikerlanean islatzen den bezala, Candida generoko legamia baten adhesio mekanismoaren 

barruan zelula ostalariaren fenotipoa edo medio baldintzak bezalako hainbat faktorek eragin 

dezakete. Beraz, ikerketa horretan eta emaitzetan oinarritua, esan daiteke, ez dela nahikoa 

adhesina konkretu batzuk kodifikatzen dituzten geneen delezioa eragitea birulentzia mailan 

aldaketa nabari bat bideratzeko. Hala ere, aipatu beharra dago sei mutazioko 

(iff4Δ/iff1Δ/iff6Δ/rbr3Δ/hyr3Δ/iff6.4Δ) anduiarekin (22-140) infektatutako ornogabeek 
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biziraupen tasa nabarmenki handiagoak aurkeztu zituztela bi in vivo ereduetan. Andui mutante 

honek ere, biofilm formakuntzan desberdintasuna aurkeztu zuen, nabarmenki andui parentalak 

baino biofilm biomasa gutxiago eratuz. Andui hau mutazio gehien dituena da. Beraz, esan 

daiteke, nahiz eta gene konkretuen delezioek C. auris-en birulentzia mailan aldaketa 

nabarmenik ez eragin, adhesina gene desberdinetan eragindako delezio multzoek birulentzia 

mailan eragin dezaketela. 

7. ONDORIOAK 

Emaitzetan oinarrituz, ondoriozta daiteke, IFF4, IFF1, IFF6, RBR3, HYR3 eta IFF6.4 geneek 

kodifikatzen dituzten adhesinak C.auris-en biofilm ekoizpenean inplikatuta daudela, ikusirik 

gene hauek ezabatuta dituen anduiak parentalarekin alderatuz biofilm formakuntza gaitasun 

nabarmenki txikiagoa aurkeztu zuela. Gainera, gene horietan burututako delezioek aldaketa 

adierazgarriak eragin ahal dituzte C. auris-en birulentzia mailan, andui horrekin infektatutako 

G. mellonella eta C. elegans-en biziraupena nabarmenki handiagoa izan baitzen. Hala ere, ezin 

da zehaztu gene konkretu bakoitzaren garrantzia biofilmaren formakuntzan edo birulentzia 

mailan; izan ere, gene konkretuen delezioak dituzten anduiek ez zuten emaitza adierazgarririk 

aurkeztu andui parentalaren aldean. 
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