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Zitral, kannabidiol eta laktoferrinaren konbinazioa flukonazolarekin
Candida spp.ak sortutako infekzioak tratatzeko estrategia berri gisa

The use of the combination of citral, cannabidiol and lactoferrin with fluconazole as new strategies for
the treatment of infections caused by Candida spp.
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LABURPENA: Farmakoekiko erresistenteak diren Candidaren isolamenduak eragindako kandidiasiaren intzidentziak
gora egin du, eta horrek heriotza-tasa handiagoak ekartzeaz gain tratamendu-arazoak inplikatzen ditu, alternatiba
terapeutiko berrien beharra areagotuz. Etorkizun handiko estrategietako bat farmako antifungikoak, hala nola
flukonazola, eta berez jarduera antifungikorik erakusten ez duten beste konposatu batzuk konbinatzean datza, efektu
sinergikoak lortzeko asmoz. Lan honen helburua flukonazola zitralarekin, kannabidiolarekin eta laktoferrinarekin
konbinatzea izan zen, Candida espezieen aurka aktibitate antimikrobianoa aztertzeko. Aktibitatea xake-taularen
metodoaren bidez ebaluatu zen, eta interakzioa kontzentrazio inhibitzaile zatikatuaren indizea kalkulatuz. Konposatu
guztiek flukonazolaren kontzentrazio minimo inhibitzailea murriztea lortu zuten, nahiz eta desberdintasunak egon
espezieen arabera. Efektu sinergikoak detektatu ziren zitrala eta laktoferrinarekin (Candidaren 2 eta 3 isolamendu
desberdinetan, hurrenez hurren) eta gehigarria zitralarekin, kannabidiolarekin eta laktoferrinarekin (Candidaren
isolamendu bakarrean., 2 desberdinetan eta bakarrean, hurrenez hurren).

HITZ GAKOAK: Candida; flukonazola; zitrala; kannabidiola; laktoferrina; efektu sinergikoa

ABSTRACT: The incidence of candidiasis caused by drug-resistant Candida isolates has increased, leading to higher
mortality rates and treatment problems that require new therapeutic alternatives. One promising strategy is to combine
antifungal drugs, such as fluconazole, with other compounds that do not show antifungal activity on their own in order
to achieve synergistic effects. The aim of this work was to combine fluconazole with citral, cannabidiol and lactoferrin
to study the antimicrobial activity against Candida species. Activity was assessed by the checkerboard method and
interaction by calculating the fractional inhibitory concentration index. All compounds were able to reduce the minimum
inhibitory concentration of fluconazole although there were differences between species. Synergistic effects were
detected with citral and lactoferrin (in 2 and 3 isolates, respectively) and additive with citral, cannabidiol and lactoferrin
(in1, 2 and 1 isolate, respectively).
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1. SARRERA
1.1. Candida generoa eta kandidiasiak

Candida onddo patogeno oportunista da, gizakiak pairatzen dituen infekzio fungikoen artean eragile
etiologiko nagusiena dena (1). Candida generoko espezieak mikrobiota gastrointestinalaren,
ahokoaren eta baginalaren parte dira, pertsona osasuntsuetan komentsalak direlarik.
Mikroorganismo eta ostalariaren arteko oreka apurtzean, hau da, disbiosia ematean, Candida
generoko espezieak larritasun desberdineko hainbat gaitz sortzeko gai dira. Adierazpen hauen artean
azaleko kandidiasiak, larruazalari eta mukosei eragiten dietenak, kandidemiak, eta, kandidiasi
inbaditzaileak daude. Azken hauek larrienak dira eta tratatzeko zailagoak, heriotza tasa altuago
batekin erlazionatuz (2, 3).

Gaur egun, immunogutxipena duten eta zain barneko Kkateterrak erabiltzen dituzten pazienteen
gorakadak, prozedura inbaditzaileen erabilerak, transplanteak eta espektro zabaleko antibiotikoen
erabilerak besteak beste, kandidiasi kasuak areagotzen dituzte (4). Kandidiasiak gizakiek pairatzen
dituzten mikosi oportunista ohikoenak dira. Genero honen barruan, nahiz eta 150 espezie baino
gehiago deskribatu izan diren, kandidiasiekin maizen erlazionatutako espezieetatik, bost baino ez
dira kandidiasi inbaditzaileen % 95a baino gehiagoren eragileak. Boattini et al-ek egindako
azterlanaren arabera non Europako bost herrialdeetako (Italiako iparralde eta hegoaldea, Portugal,
Espainia, Grezia eta Zipre) sei ospitaletan, 2020 eta 2021 urteetan bildutako Candidaren
isolamenduak aztertu ziren, espezie nagusia Candida albicans (% 45,1) izan zen, ondoren Candida
parapsilosis konplexua (% 31,8), Candida glabrata (% 14,1) Candida tropicalis (% 5,4) eta
Candida krusei (% 2,4) (5). Espezie horietako bakoitzaren intzidentzia kokapen geografikoaren eta
pazientearen adinaren eta egoeraren araberakoa da (6).

C. parapsilosisek eragindako infekzioak areagotu egin dira azkenaldian eta arazo garrantzitsuak dira
jaioberrien, transplante-hartzaileen eta elikadura parenterala jasotzen duten pazienteen artean.
Bestalde, C. glabrata, ospitaleetan isolatzen diren espezieetatik erresistentzia maila altuena
aurkezten duena da, eta ahoko kandidiasien eragile nagusia da, C. parapsilosis eta C. tropicalisekin
batera. C. tropicalis bigarren Candida espezie birulentoena kontsideratzen da (7). Horrez gain, C.
krusei besteak beste, endoftalmitisaren, endokarditisaren eta osteomielitisaren eragilea izan daiteke
(8).

Azken urteotan, Candida auris espeziearen agerpenak garrantzi berezia hartu du, heriotza-tasa
altuekin erlazionatzen dena, % 30-60 ingurukoa (9-11). Bestalde, tratatzeko zailak diren infekzioak
eragiten ditu farmako antifungikoekiko berezko erresistentzia azaltzen duelako; bestalde, ospitale-
ingurunean luzaroan irauteko gaitasuna dauka(12-16).

1.2. Kandidiasien tratamendua
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Kandidiasien tratamendua ezarri aurretik komeni da pazientearen egoera kontuan hartzea eta
infekzioan inplikatutako patogenoa behar bezala identifikatzea. ldentifikazioa prozesu konplexua
da, askotan tratamenduaren aukeraketa zailtzen duena (17). Hala ere, azaleko kandidiasiak tratatzea
nahiko erraza da; izan ere, farmako antifungikoak larruazalean edo mukosetan topikoki emanez
gero, mikroorganismoa ezaba daiteke. Kandidiasi inbaditzaileen kasuan, berriz, zailagoa da
tratamendu eraginkorra aurkitzea, Candida generoko espezieek duten multierresistentzia dela eta
(18).

Kandidiasia tratatzeko lau motatako farmakoak erabiltzen dira; polienoak, 5-fluorozitosina, azolak,
eta kandinak. B anfoterizina desoxikolatoa, polienoen taldekoa, eta 5-fluorozitosina, pirimidina
klase bat, izan ziren 1950-1960 artean infekzio sistemikoen tratamendurako onartutako lehen
farmakoak. Hala ere, farmako horien toxikotasuna dela eta, bigarren mailako farmako bihurtu dira.
Bestalde, azolen taldea, 1970eko hamarkadaren amaieran sortu zena, talderik handiena da, eta
imidazoletan (ketokonazola eta mikonazola) eta triazoletan (isabukonazola, itrakonazola,
flukonazola, posakonazola eta borikonazola) banatzen da. Azolek abantaila ugari erakutsi dituzte
orain arte dauden farmakoekin alderatuz, segurtasun-profila, onddoen aurkako jarduera eta
ezaugarri farmakozinetikoak, hau da, organismoak farmakoarengan duen eragina hobetu baitituzte.
Ekinokandinak (kaspofungina, mikafungina eta anidulafungina), antifungiko berrienak dira, 2000.
urtearen hasieran onartu zirenak (19).

Azken urteotan, farmako antifungikoekiko -erresistenteak diren isolamenduen deskribapena
handitzen ari da. Erresistentzien garapen hori azolak edo beste farmako antifungikoak epe luzean
hartzearekin erlazionatu da, gaixotasunak prebenitzeko helburuarekin (20, 21). Maizen isolatzen
diren espezieen artean, munduko eskualde askotan flukonazola bezalako farmako antifungikoekiko
berez erresistenteak diren C. krusei anduiak edo haiekiko sentikortasun murriztua duten C. glabrata
anduiak agertu dira, batez ere azolen erabilera orokorraren eraginez. Flukonazolarekiko
erresistentzia intrintsekoa duten, hau da, aurretiko esposiziotik independentea den eta zerikusirik ez
duena geneen transferentzia horizontalarekin, beste Candida espezie batzuek ekinokandinak
bezalako beste agente antifungikoekiko sentikortasuna murriztu egin dute ere, hala nola Candida
guilliermondii eta estuki lotutako Candida fermentati bezalako espezieak, infekzio-kausa ezohikoak
izan arren, batzuetan infekzio larriekin lotuta egon daitezkeenak (22).

C. aurisek sortutako kandidiasi inbaditzaileen kontrako tratamendua erronka kliniko garrantzitsua
da; izan ere, Ameriketako Estatu Batuetako Gaixotasunen Kontrolerako eta Prebentziorako
Zentroak (CDC) erregistratutako andui guztiak batera aztertuta, isolamenduen % 93a
flukonazolarekiko erresistentea, % 50a borikonazolarekiko erresistentea, % 35a B
anfoterizinarekiko erresistentea eta % 7a ekinokandinekiko erresistenteak zirela ikusi zuten.
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Gainera, anduien % 41a bi motatako antifungikoekiko, eta % 4a hiru klaseekiko erresistenteak zirela
antzeman zen, arazo terapeutiko garrantzitsua bilakatuz (11, 12, 15, 22).

1.3. Kandidiasiak tratatzeko terapia alternatiboen beharra

Arazo horiek guztiak, Candida espezieak eragindako gaixotasunak tratatzeko terapia berritzaileak
bilatu behar izatea dakar de novo farmakoen garapen prozesu neketsua, luzea eta oso garestia delako.
Terapiarik berritzaileenetako bat farmako antifungikoak (flukonazola, adibidez) eta berez efektu
antifungikorik ez duten ohiko beste farmako batzuk (ibuprofenoa kasu) konbinatzean oinarritzen da,
haien efektu konbinatuak farmako bakoitza bereizita ematen denean ikusten diren efektuen batura
baino handiagoak lortzeko asmoz, hau efektu sinergiko modura definitzen da. Estrategia horrek,
patogenoarekin modu eraginkorrean amaitzeaz gain, farmako antifungikoak gehiegi eta desegokiro
erabiltzea saihesten du, erabilitako dosiak murrizten baititu, tratamenduaren ondorio kaltegarri
posibleak eta erresistentziak garatzeko gaitasuna minimizatuz. Gainera, farmako antifungikoak
berrerabiltzeko ateak irekitzen ditu, konposatu berri bat garatzeak dakarren kostu ekonomiko eta
denbora handia saihestuz (11, 23-26).

1.4. Konposatu naturalak

Aktibitate antifungikoa duten konposatu naturalen adibide bat olio esentzialak dira. Olio horietako
batzuek eta horien osagaiek jarduera antikandidiasikoa azaldu dute (27, 28). Zitrala landare
aromatikoen osagai aktiboetako bat da, bakterioen eta onddoen aurkako potentzial handia duena.
Zitrala (3,7-dimetil-2-6- oktadienala) bi isomero geometrikoak nahastean sortzen den terpenoa da:
geraniala edo trans -zitrala eta nerala edo cis -zitrala. Konposatu hau zitrikoen eta beste belar
espezieen olio esentzial askotan topa daiteke, hala nola limoia, laranja edo limoi-belarra (28). Duela
gutxi, zitralak mintz plasmatikoaren osotasuna suntsitzeko gaitasuna duela deskribatu da, mintza
kaltetzen duen mekanismo baten bidez, bere egonkortasuna eta iragazkortasuna arriskuan jarriz
(29). Zitralaren itua, batez ere mintz zelular fungikoa da, bere sintesia blokeatuz eta egituran
eraginez, azkenik, heriotza zelularra bideratuz. Esporen ernetzea, ugaritzea eta arnasketa zelularra
ere eragozten ditu (30).

Beste konposatu natural bat landare-aterakinetatik lortutako kannabidiola (CBD) da.
Fitokannabinoide ez-psikoaktiboa da, Cannabis sativa landareak sortzen duena eta gizakiengan
ondo onartzen dela frogatu dena. CBDak propietate ezberdinak ditu eta hainbat gaixotasunen
tratamenduan eraginkorra dela deskribatu da, hala nola gaixotasun inflamatorioak,
neurodegeneratiboak, autoimmuneak, kardiobaskularrak eta minbiziaren tratamenduan (31).
Zenbait ikerketek ere frogatu dute CBDak mikroorganismoen aurkako jarduera duela. C. sativaren
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estraktuek jarduera antimikrobianoa erakutsi zuten bakterio grampositiboetan zein
gramnegatiboetan eta baita onddo batzuetan ere, hala nola Aspergillus niger onddoan (32). Frogatu
denez ere, CBDak metizilinarekiko erresistentea den Staphylococcus aureusen (MRSA) aurkako
jarduera antimikrobiano indartsua aurkeztu du (33).

Aukera interesgarri bat azaltzen duen konposatu naturalen beste adibide bat laktoferrina da, giza
zelula epitelialetan jariatzen den glikoproteina, eta esnea, malkoak edo listua bezalako fluidoetan
dagoena. Laktoferrinak hainbat funtzio fisiologikotan parte hartzen du, hala nola burdinaren
homeostasian eta ostalariaren defentsan. Gainera, laktoferrinak ezaugarri antimikrobianoak,
antiinflamatorioak, antioxidatzaileak eta minbiziaren aurkako propietateak ditu (34, 35). Hasieran,
laktoferrinaren jarduera antimikrobianoa burdina bahitzeko zuen gaitasunarekin erlazionatu bazen
ere, duela gutxi egindako azterketen arabera, laktoferrinaren mekanismo antifungiko nagusia
burdinarekiko independentea dela erakutsi dute, eta elkarrekintza hori proteina horrek
mikroorganismoen zelula-gainazalarekin duen zuzeneko kontaktuaren bidez gertatzen dela
deskribatu da. Horrek aldaketak eragiten ditu zelula-mintzaren iragazkortasunean, eta zelula-
heriotza eragiten du (36, 37). Laktoferrinak bakterioen aurkako defentsan duen papera ondo
dokumentatuta badago ere, jarduera antifungikoa onddo batzuen aurrean soilik aztertu da, hala nola
Aspergillus, Cryptococcus eta Candida espezie gutxi batzuen aurrean (37, 38).

2. HELBURUAK
Farmako antifungikoekiko erresistenteak diren Candida espezie batzuek sortutako kandidiasi

inbaditzaileen tratamendua erronka klinikoa da gaur egun, eta estrategia terapeutiko berriak bilatzea

behar du.

Horregatik guztiagatik, lan honen helburuak hurrengoak izan ziren:

- Monoterapian zitralaren, CBDaren eta laktoferrinaren in vitro efektu antifungikoaren azterketa
Candida espezie desberdinen kontra.

- Flukonazola eta jatorri naturaleko konposatuen konbinazioen in vitro sentikortasuna aztertzea
hautatutako isolamenduen aurka, salda bidezko mikrodiluzioaren erreferentzia-teknikaren eta
xake-taularen metodoaren bidez.

- Konbinazioen jarduera gehigarria edo sinergikoa aztertzea eta konposatuek flukonazolaren
potentzia antifungikoan duten eragina baloratzea.

3. MATERIALAK ETA METODOAK
Ikerketa hau UPV/EHUKo Medikuntza eta Erizaintza Fakultateko Immunologia, Mikrobiologia eta

Parasitologia Sailean egin zen. Lan esperimentala 2. arrisku biologikoko taldeko
mikroorganismoekin egin zen C2 segurtasun maila ziurtatuta zuten laborategietan. Horrez gain,
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taldeak Agente Biologikoekin eta Transgenikoekin ikertzeko Etika Batzordearen (UPV/EHU
CEIAB) oniritzia du; M30_2022_377 eta M30_2015 248 erreferentzia-zenbakiekin ziurtatua.

3.1. Anduiak

Konbinazioen eragina bost Candida espezieen isolamenduen aurrean aztertu zen: C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. auris eta C. parapsilosis.

Isolamenduak ur destilatu esterileko hodietan mantendu ziren giro-tenperaturan, eta Sabouraud
glukosadun agar plaketan (Scharlab, Espainia) 4 °C-tan. Inokuluak lortzeko, anduiak Sabouraud
agar plaketan erein ziren eta 24 orduz inkubatu ziren 37 °C-tan.

3.2. Aztertutako farmako eta konposatuak

Erabili zen farmako antifungikoa flukonazola (FLZ) (Pfizer SA, Espainia) izan zen, eta honako
produktu natural hauekin konbinatu zen: kannabidiola (CBD) (Signature products, GmbH,
Alemania), laktoferrina (LF) (Sigma-Aldrich, AEB) eta zitrala (ZIT) (Sigma Aldrich).

3.3. Sentikortasunaren azterketa

Candida isolamenduek farmako antifungikoekiko duten in vitro sentikortasuna aztertu zen
kontzentrazio minimo inhibitzailea (CMI) zehaztuz. CMIa hazkundea inhibitzen duen antifungiko
baten kontzentraziorik txikiena da (pg/mL-tan) eta organismoak antifungikoarekiko duen
sentikortasun edo erresistentziari buruzko informazioa ematen du. Horretarako, European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) batzordeak gomendatutako
metodoaren “EDef 7.3.2” dokumentuan deskribatutako prozedura estandarizatua hartu zen
erreferentziatzat (39).

Farmakoen konbinazioak EUCASTen jarraibideak jarraituz, xake-taulako saiakuntza izeneko
metodoa erabiliz aztertu ziren.

3.3.1. Farmakoen diluzioen eta konposatuen prestaketa

Aztertutako farmakoen kontzentrazio-tartea honakoa izan zen: CBDarena 1 eta 512 pg/mL artekoa;
flukonazolarena 1 eta 64 ug/mL artekoa; laktoferrinarena 0,06 eta 32 pg/mL artekoa eta zitralarena
2 eta 1024 pg/mL artekoa. Konposatu bakoitzaren hasierako kontzentrazio soluzioa prestatu zen,
probatu beharreko konposatuaren kontzentrazio altuena baino 400 aldiz handiagoa den
kontzentrazioarekin. Horretarako, konposatu bakoitza dimetilsulfosidoan (DMSO, Sigma-Aldrich)
disolbatu zen, eta kontzentrazio-gradientea diluzio bikoitz seriatuaren bidez prestatu zen, betiere
DMSO disolbatzaile gisa erabiliz, 1. Irudian azaltzen den bezala.
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1. Irudia. Diluzio bikoitz seriatuen eskema. Zirkuluen barruan agertzen diren letrak eta zenbakiak
bat datoz diluzio bakoitza banatu zen xake-taulako plakaren lerro eta zutabeekin, hurrenez

hurren.

3.3.2. Mikroplaken prestaketa

Rosewell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Sigma-Aldrich) erabili zen hazkuntza-medio gisa,
L-arginina eta % 2 glukosa dituena, 0,165 M azido morfolino propano sulfonikoz (MOPS, Sigma-
Aldrich) tanponatua. Bestalde, pH-a 7,0 = 0,1era doitu zen, iragazki bidez esterilizatu zen eta 4 °C-
tan biltegiratu zen erabili arte. 1. lIrudiko diluzio seriatu bakoitzaren edukia 1:100 proportzioan
disolbatu zen RPMIdun hodi desberdinetan. Diluzio berri horiekin 96 putzutxoko poliestirenozko
mikroplaka esterilak osatu ziren, kontzentrazioen gradiente bikoitza lortzeko 2. Irudian azaltzen
den bezala. Horrela, A1-Al11 zutabean farmako baten kontzentrazio desberdin guztiak daude, G1-
G11 lerroan beste konposatuaren kontzentrazio desberdinak, eta 4. eremuan konbinazioak daude
kontzentrazio-gradiente desberdinetan. H1 eta H12 putzutxoak esterilizazio-kontrol gisa erabiltzen
ziren, eta A12 -G12 zutabea hazkunde-kontrol gisa. Behin mikroplaka bakoitza prestatuta, -70 °C-

tan izoztu ziren saiakuntza egunera arte.
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2. lrudia. Farmakoen kontzentrazioen banaketaren eskema. 1. eremuan, behetik gorako
kontzentrazio-gradiente bati jarraituz lerroan farmakoetako bat gehitzen da; gure kasuan,
flukonazola. 2. eremuan beste konposatu natural desberdinak gehitzen dira, eskuinetik ezkerrera
kontzentrazio-gradiente bat duten zutabeetan banatutako flukonazolarekin konbinatuko direnak. 3.
eremuan: hazkuntza-kontrola. 4. eremua: farmako eta konposatu naturalen arteko konbinazioak
kontzentrazio-gradientean. 5. eremuan: esterilitate-kontrola.

3.3.3. Inokuluaren prestaketa

Entsegua egin baino 24 ordu lehenago, Candida isolamenduak Sabouraud agar plaketan inokulatu
ziren 37 °C-tan eta ondoren, kultura bakoitzeko kolonia batzuk ur destilatuan eseki ziren. Esekidurak
0,5 McFarland-eko zelula-dentsitatera egokitu ziren, 1-5x10° UKE/mL-ko (unitate kolonia
eratzailea/mL) legamia-kontzentrazioari dagokiona. Esekidura hauetatik, ur destilatu esterilean
diluzio hamartar bat egin zen 0,5-2,5x10° UKE/mL-ko azken inokulua lortzeko. Behin inokuluak
lortuta, aurretik desizoztutako mikroplakak inokulatu ziren. Putzutxo guztietan, dagokion
inokuluaren 100 uL gehitu ziren, 2. Irudiko H1 eta H12 putzuetan (esterilitate-kontrola) izan ezik;
horietan, 100 uL ur destilatu gehitu ziren. Azkenik, plakak 37 °C-tan inkubatu ziren 24-48 orduz.

Entsegu guztietan C. parapsilosis ATCC 22019 anduia erabili zen teknikaren kalitate-kontrol gisa.

3.3.4. Plaken irakurketa eta emaitzen interpretazioa

Mikroplakak 24 eta 48 ordutan irakurri ziren, putzu bakoitzaren absorbantzia-balioa neurtuz plaka
irakurgailu batekin (Tecan Infinite F50, Suitza) 450 nm-ko uhin luzeran. Zuriaren balioa
(esterilitate-kontrola, H1 eta H12 putzuak) gainerako putzuen irakurketei kendu zitzaien. Hori dela
eta, farmako edo konposatu desberdinekin lortutako absorbantziak bildu eta Candida isolamendu
desberdinekiko zuten CMlak kalkulatu ziren.
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Konbinazioen emaitzak Loeweren gehigarritasunaren eredua jarraituz aztertu ziren. Eredu ez-
parametriko hori FIClan oinarritzen da, hau da, kontzentrazio inhibitzailearen indize zatikatuan.
Indize hori farmako bakoitzaren CMI gisa definitzen da, konbinazioan jarduten duenean,
farmakoarekin bakarrik jarduten duenean CMlarekin zatituta. Horrela, interakzio farmakologikoak
honela sailkatzen dira: sinergikoak (FICI < 0,5), gehigarriak (FICI > 0,5 baina < 1), indiferenteak
(FICI > 1 baina < 4) edo antagonikoak (FICI > 4) (40, 41).

Konposatu Aren CMIa konbinatuta Konposatu Bren CMla konbinatuta

FICI = +
Konposatu Aren CMIa bakarrik Konposatu Bren CMIa bakarrik

4. EMAITZAK
In vitro sentikortasun-azterketak egin ondoren zitrala, CBDa eta laktoferrina flukonazolarekin

konbinatzean, emaitza positiboak izan ziren, konposatu guztiekin efektu sinergiko eta gehigarria

lortuz.

4.1. Zitral eta flukonazolaren kontrako sentikortasuna

Monoterapian, flukonazolaren CMla 1 - >64 pg/mL artekoa izan zen eta zitralaren CMla 256-1024
pg/mL artekoa (2. taula). Isolamenduen % 40ak flukonazolarekiko erresistentzia erakutsi zuten,
64 pg/mL-tik gorako CMI balioekin. Bi konposatuen arteko konbinazioak flukonazolaren CMla
sei aldiz baino gehiago murriztea lortu zuen bi isolamenduen aurrean (>64 pg/mLtik 1pg/mLra),
C. krusei eta C. auris espezieetan zehazki. Zitralaren CMla, berriz, 256-1024 pg/mLtik 128
pg/mLra murriztu zen kasu guztietan. Ondorioz, flukonazola zitralarekin konbinatzearen efektuak
monoterapia bidezko tratamenduaren eragina hobetu zuen. Hala ere, C. albicans espeziearen
kasuan, zitralak ez zuen flukonazolaren CMla murriztea lortu.

FIClren emaitzak aztertzerakoan erlazio sinergikoa lortu zen isolamenduen % 40an (C. auris eta
C. glabrata espezieetan) eta efektu gehigarria isolamenduen % 20an (C. krusei espeziean).

2. Taula. Zitral (ZIT) eta flukonazol (FLZ) jarduera Candida isolamenduen aurrean.
CMI (ng/mL)

Monoterapia Konbinazioa
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Anduiak FLZ ZIT FLZ ZIT FICI Interpretazioa
C. albicans SC5314 1 256 1 128 1,50 IND
C. glabrata UPV 15-004 16 512 1 128 0,31 SIN
C. krusei ATCC 6258 64 256 1 128 0,51 GEHI
C. auris UPV 18-261 >64 1024 1 128 0,07 SIN
C. parapsilosis ATCC 22019 2 256 1 128 1 IND

FICI: kontzentrazio inhibitzaile zatikatuaren indizea; SIN: interakzio sinergikoa; GEHI: interakzio gehigarria;

IND: interakzio indiferentea.

4.2. CBD eta flukonazolaren kontrako sentikortasuna

Aztertutako isolamenduen kontra flukonazolaren CMla 1- >64 ug/mL artekoa izan zen, eta

CBDaren CMla, berriz, monoterapian, 4 - > 512 pg/mLkoa (3. Taula). Konbinazioan lortutako

emaitzak aztertuta, flukonazolaren CMla 1-16 pg/mL-ko Kkontzentrazioetara murriztu zen

isolamenduen % 40an. Bestalde, CBDren CMIlaren murrizketa nabarmena ikusi zen lau

isolamenduetan non CMla 2, 2, 7 eta 9 aldiz gutxitu zen monoterapiako CMIarekin alderatuta, C.

albicans, C. glabrata, C. krusei eta C. parapsilosis espezieetan, hurrenez hurren. Hala ere, CBDa

ez zen eraginkorra izan flukonazolaren CMla murriztean, C. albicans, C. auris eta C. parapsilosis

espezieen kontra.

Emaitzak FICI ereduarekin interpretatzean, efektu gehigarria lortu zen isolamenduen % 40an, C.

glabrata eta C. krusei espezietan.

3. Taula. Kannabidiol (CBD) eta flukonazola (FLZ) jarduera Candida isolamenduen aurrean.

CMI (pg/mL)
Monoterapia Konbinazioa
Anduiak FLZ CBD FLZ CBD FICI Interpretazioa
C. albicans SC 5314 1 >512 1 128 1,12 IND
C. glabrata UPV 17 - 236 2 1 1 0,75 GEHI
C. krusei ATCC 6258 32 512 16 4 0,51 GEHI
C. auris UPV 22 - 100 > 64 > 512 >64 > 512 2 IND
C. parapsilosis ATCC 22019 2 > 512 2 1 1,01 IND

FICI: kontzentrazio inhibitzaile zatikatuaren indizea; SIN: interakzio sinergikoa; GEHI: interakzio gehigarria;

IND: interakzio indiferentea.

4.3. Laktoferrina eta flukonazolaren kontrako sentikortasuna

Laktoferrina eta flukonazolaren konbinazioari dagokionez, isolamendu guztiek flukonazolarekiko

erresistentzia erakutsi zuten, monoterapian, CMIko 64 pg/mL-tik gorako balioekin (4. Taula).

10



EKAIA (2024), artikulua prentsan/article in press.
https://doi.org/10.1387/ekaia.25057 Ifiigo de la Fuente eta lankideak
Behin-behineko bertsioa (euskara-orrazketaren faltan).

Bestalde, monoterapiako laktoferrinaren CMlak 16-> 32 pg/mL tartekoak izan ziren.
Nabarmentzekoa da flukonazolaren eta laktoferrinaren arteko konbinazioak murriztu egin zuela
flukonazolaren CMla, > 64 pg/mL-tik 32-8 pg /mL-ra 4 isolamenduen aurrean (C. auris
espeziarena izan ezik). Laktoferrinako CMIak, berriz, 16 ->32 pg/mL-tik 0,12 - 16 pg/mL-raino
murriztu ziren lau isolamenduen aurrean (C. auris espeziarena izan ezik).

FICI ereduak emaitza horiek sinergikotzat eman zituen, isolamenduen % 60aren aurrean (C.
albicans, C. glabrata eta C. parapsilosis espezieetan) eta gehigarritzat % 20aren aurrean (C.

krusei).

4. Taula. Laktoferrina (LF) eta flukonazola (FLZ) jarduera Candida isolamenduen aurrean.

CMI (pg/mL)
Monoterapia Konbinazioa
Anduiak FLZ LF FLZ LF FICI Interpretazioa
C. albicans UPV 15-154 >64 >32 8 16 0,25 SIN
C. glabrata UPV 15-202 64 >32 8 16 0,38 SIN
C. krusei UPV 03-263 64 16 32 0.12 0,51 GEHI
C. auris UPV 17-261 >64 >32 >64 >32 2 IND
C. parapsilosis NCPF 3104 >64 32 16 8 0,38 SIN

FICI: kontzentrazio inhibitzaile zatikatuaren indizea; SIN: interakzio sinergikoa; GEHI: interakzio gehigarria;

IND: interakzio indiferentea.

5. EZTABAIDA
C. aurisek edo antifungikoekiko erresistenteak diren beste Candida espezie batzuek eragindako

kandidiasi inbaditzailearen tratamenduak erronka klinikoa suposatzen du, estrategia terapeutiko
berriak bilatzea eskatzen duena. Hauen artean, emaitza esperantzagarriak eman dituen alternatiba
bat farmako antifungikoak beste konposatu batzuekin eta izaera desberdineko farmakoekin
konbinatzean datza, efektu sinergikoak bilatzeko asmoz, antifungiko horrekiko erresistentzia
gainditzeko. Ikerketa honetan flukonazola erabili zen, kandidiasia tratatzeko asko erabili den kostu
txikiko farmakoa delako. Antifungiko honekin konbinatu ahal den produktu bat aurkitzea, haren
eraginkortasuna hobetzeko asmoz, o0so garrantzitsua izango litzateke, aurkikuntza horrek
isolamendu erresistenteen aurka erabiltzea ahalbidetuko lukeelako.

Lan honetan zitralaren eragina aztertu genuen. Molekula hau zenbait landareetan biologikoki
aktiboa den konposatua da eta C10H160 formula molekularra duten isoprenozko bi unitatez osatua
dago. Zitrala, geraniala eta nerala deritzen bi isomero geometrikoren nahasketa batek jasotzen duen
izena da. Zitralaren propietate antimikrobianoak frogatuak izan dira Alternaria alternata,
Aspergillus ochraceus edo Penicillium expansum bezalako onddoen aurka edo Staphylococcus
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aureus edo Escherichia coli bezalako bakterioen aurka (42-46). Lan honen aurkikuntza nagusietako
bat zitralak in vitro esperimentuetan erakutsitako efektu antifungikoa izan da, kasu askotan
monoterapiako farmako antifungikoen aktibitatearen antzekoa zena.

Bestalde, flukonazolaren eta zitralaren konbinazioa sinergikoa zela erakutsi zen aztertutako bi
anduietan, C. auris eta C. glabrata espezieetan eta gehigarria C. krusein hain zuzen. Gainera,
azpimarratu behar da antifungikoaren CMla murrizten zela zitralarekin konbinatuta erabiltzen
zenean, 6 diluzio baino gehiago C. aurisen kasuan eta 4 diluzio C. glabrataren kasuan. C. auris
erresistenteen isolamenduen kasuak ugaritu egin direnez, alternatiba hori eskuragarri edukitzea C.
aurisek eragindako kandidiasiaren aurkako tratamendu-aukera baimendu dezake; izan ere, alde
batetik flukonazola bezalako antifungiko merkea, segurua eta administratzeko erraza isolamendu
erresistenteen aurka erabiltzen jarraitzeko aukera ematen du. Bestetik, efektu sinergikoa indartzeaz
gain, flukonazolaren CMIa murrizteak farmako hau dosi txikiagoetan erabil daitekeela suposatzen
du, isolamendu erresistenteen agerpena saihestuz. Zitralaren eragina beste espezie batzuen kontra
ere eraginkorra zela ikusi zuten Miranda-Cadena et al.-ek egindako azterlanean, non konposatu
honek C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, C. parapsilosis eta C. tropicalis anduien kontra
ahalmen antimikrobianoa azaldu zuen (47).

Bestalde, lan honetan flukonazola CBDarekin konbinatu zen. Kannabidiola, Cannabis sativa
landareak ekoiztutako konposatu ez-psikoaktiboa da. Gero eta froga gehiagok iradokitzen dute
kannabinoideak onuragarriak direla gaitz kliniko batzuetarako, hala nola mina, hantura, epilepsia,
loaren nahasmenduan, esklerosi anizkoitzaren sintoman, anorexia eta eskizofrenian, besteak beste
(48). Kanabisarekin lotutako produktuen artean, kannabidiola da gehien aztertzen denetako bat,
honek duen potentzial terapeutikoagatik. Orain arte gutxi dira argitaratu izan diren artikuluak non
CBDaren ahalmen antimikrobianoa aztertu den, eta hauetatik gehienak bakterioetan zentratzen dira.
Blaskovich et al.-ek 2021.urtean argitaratutako artikuluan CBDa eraginkorra zela hainbat bakterio
grampositibo eta gramnegatiboen kontra ikusi zuten (49).

Ikerketa honetan, flukonazola CBDarekin konbinatzean, bi efektu gehigarri lortu ziren C. krusei eta
C. glabrata anduien kontra. Feldman et al.-ek egindako ikerketan (50), CBDak batez ere C.
albicans-en biofilmaren eraketan duela eragina ziurtatzen dute, eta ez hainbeste onddoaren
hazkunde planktonikoan. Emaitza hauek kontuan edukita interesgarria izango litzateke esperimentu
gehiago egitea CBDak bi espezie hauek sortutako biofilmen eraketa ere oztopatzeko gai den
aztertzeko. Candida biofilmak eratzen hazten denean erresistenteago bihurtzen denez, Candidaren
biofilmen sorkuntza inhibitzeko aukera terapeutiko bat edukitzea oso garrantzitsua izango litzateke
Candidarengatiko infekzioak saihesteko. Gainera, Candida ospitaleko gainazal desberdinetan
biofilm moduan hazten denean infekzio foku konstante moduan jokatzen duenez, 0so interesgarria
izango litzateke CBDaren ahalmen desinfektatzailea gainazal desberdinetan ikertzea.
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Azkenik, lan honetan laktoferrinaren ekintza antimikrobianoa aztertu zen. Laktoferrina burdina
finkatzen duen glukoproteina da, transferrinaren familiakoa. Konposatu hau esnean, malkoetan,
listuan eta gorputz jario exokrino gehienetan agertzen da. Laktoferrinak efektu antifungikoa erakutsi
du Candida espezie desberdinen aurrean, burdina bahitzeko ahalmenagatik, zelula-barneko kaltzio
erreserbak askatzeko duen gaitasunagatik eta zelulen gainazalaren iragazkortasuna aldatzeagatik
(36, 37, 51).

Azterlan honetan lortutako emaitzek erakusten zutenez, flukonazola eta laktoferrinaren arteko
konbinazioak flukonazolaren CMIa murriztu zuen isolamenduen % 80an eta hiru espezieetan (C.
albicans, C. glabrata eta C. parapsilosis) efektu sinergikoa lortu zen. Emaitza hauek bat datoz
Lahoz et al.-ek lortutako emaitzekin, zeinetan flukonazolaren eta laktoferrinaren arteko
konbinazioak sinergismo handia erakutsi zuten flukonazolarekiko sentikorrak diren C. albicans
isolamenduen aurrean, baita Wakabayasi H. et al.-ek egindako lanean, non flukonazolaren CMla
murrizten zen isolamenduen %73an (51, 52). Kobayashi et al.-ek lortutako emaitzek flukonazolaren
eta laktoferrinaren konbinazioaren jarduera sinergikoa flukonazolarekiko sentikortasunaren eta
isolatuen erresistentzia-mekanismoen araberakoa zela adierazi zuten (53).

Lan honen ondorio bezala, flukonazola produktu naturalekin konbinatzeak emaitza interesgarriak
erakutsi zituen aztertutako Candida isolamendu Klinikoen aurreko sentikortasun-azterketetan,
efektu sinergikoak eta gehigarriak aurkitu baitziren. Produktu naturalen erabilerak flukonazolaren
CMla murrizten lagundu zuten kasu askotan. Konposatu horren segurtasuna bermatzeko
zitotoxikotasun-saiakuntza gehiago beharko liratekeen arren, emaitza hauek 0so esperantzagarriak
dira, batez ere C. auris eta beste espezie erresistenteek eragindako infekzioen tratamendua erronka
klinikoa baita gaur egun.
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