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ANTECEDENTES
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Efectos toxicos,
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medicamentos.

Alta variabilidad en el
perfil de sensibilidad in
vitro.

Posible emergencia de
resistencia.



NUEVOS BLANCOS TERAPEUTICOS

Estudios previos de redes metabdlicas y
balance de flujo de M. furfur y M.
pachydermatis. (Triana et al. 2017)
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Revisar la posicion taxonomica y filogenética de aislados identificados como Malassezia
furfur atipica y evaluacion de potenciales inhibidores.

OBJETIVO ESPECIFICO:

« Caracterizar fenotipica y molecularmente a M. furfur atipica.

« Determinar las relaciones filogenéticas de M. furfur atipica con cepas de referencia
de M. furfur mediante analisis multilocus de secuencias.

« Evaluar la actividad antifungica in vitro de los potenciales inhibidores Lisina y
Treonina, frente a M. furfur atipica.



Caracterizacion fisiologica y fenotipica

« 8 aislados de M. furfur atipica del Grupo CeMoP

« Catalasa

« Ureasa

* B-glucosidasa
 C. Sabouraud
* Produccién de

pigmento en p-agar.

e 4 cepas de referencia de M. furfur

_______________________________

Asimilacion de Tween y Cremophor EL.

Crecimiento en agar
Sabouraud suplementado con
10% Tween 20 y 0.1% de
Tween 80.



Patron de asimilacion de Tween 20, 40, 60, 80 de M. furfur. Crecimiento y produccion de pigmento en agar triptofano,
cepas de M. furfur.
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Gonzalez et al. 2008, Crespo et al. 2006, Zinkeviciene Mallick et al. 2016, Lorch et al. 2018
et al. 2016
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Arbol filogenético, se incluyen las especies de Malassezia, inferido
con las secuencias de RPB2.

Malassezia spp.
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Sensibilidad antifungica in vitro

- t Microdilucién (M27-A3 CLSI) '

______________ e

Caldo Urea T40 0.5% y T80 0.1%

l

Lisina, Treonina y Anfotericina B

l

0.03 — 16 ug/ml

Caldo Urea T40 0.5% y T80 0.1%

l

Lisina y Treonina

l

40, 80, 160 ug/ml

' D|fu3|on en agar (M44A CLSI)

______________ PR

Agar Dixonm

l

Lisina, Treonina y Voriconazol

l

20, 40, 80, 160 ug/ml
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Sensibilidad in vitro de Malassezia spp. y Candida spp.

a Anfotericina B, L-lisinay L-treonina.

Antifungico CMI (pug/ml)
Cepa Anfotericina
B Lisina |Treonina

M. furfur CBS 7019 0.25 >16 >16
M. furfur CBS 1878 0.5 >16 >16
M. furfur CBS 7982 - - -
M. furfur CBS 6094 0.25 >16 >16
M. furfur MTB - - -
M. furfur 45.1 PV 0.5 >16 >16
M. furfur 45.1 0.5 >16 >16
M. furfur 1828 PV (INS) - - -
M. furfur 39C1 - - -
M. furfur 28A1 1 >16 >16
M. furfur 13MC - - -
M. furfur 4DS 0.25 >16 >16
M. pachydermatis CBS
1879 0.25 >16 >16
C. krusei ATCC 6258 2 >16 >16
C. parasilopsis ATCC
22019 1 >16 >16

} [Resultado de placa sensibilizada con L-Lisina e}

inoculadas con Malassezia spp y Candida spp.
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' No se observé inhibicién a ninguna concentrauon
. con L-lisina y L-treonina.

_____________________________________________________________________________



treonina, Macrodilucion. treonina, difusion en agar Dixon de M. furfur.

[Prueba de sensibilidad in vitro de L-lisina y L-J [Prueba de sensibilidad in vitro de L-lisina y L-]

M. furfur CBS 7019 M. furfur CBS 1878 M. furfur CBS 7982 M. furfur CBS 6094

M. furfur MTB M. furfur 45.1 M. furfur 1828 PV (INS)

M. furfur CBS 7019 M. furfur CBS 1878 M. furfur CBS 7982 M. furfur CBS 6094

A. M. furfur CBS 1878, B. M. furfur CBS 6094, C. M. furfur 13MC, D. M.
pachydermatis CBS 1878, E. C. krusei ATCC 6258, F. M. furfur 4DS.

De izquierda a derecha 40, 80, 160 ug/ul de lisina, 40, 80, 160 ug/ul de treonina
y el altimo tubo corresponde al control de crecimiento.

M. furfur MTB M. furfur 451 PV M. furfur 45.1 M. furft

PV (INS)

Pascale et al. (2011) Matijevi et al. (2004)
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Sensibilidad in vitro de Malassezia spp. y Candida

spp. alL-lisinay L-treonina.
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krusei ATCC 6258

. parasilopsis ATCC 22019

Antifungico CMI

(hg/ml)
Lisina Treonina
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160
>160 >160

- No se observO inhibicion a
concentraciones de L-lisina y L-treonina.

Rincon et al. 2006, Cafarchia et al. 2012.
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CONCLUSIONES

1. Se confirmaron las caracteristicas fenotipicas de las cepas M. furfur atipicas, aunque
con leves diferencias con respecto a los reportes previos.

2. El analisis filogenético multilocus, permitié confirmar la relacion de M. furfur atipica con
el complejo M. furfur.

3. Se propone a RPB2 como un buen marcador molecular para la identificacion de
especies potencialmente nuevas para el género.

4. Los candidatos propuestos como potenciales inhibidores, Treonina y Lisina, no tuvieron
efecto inhibitorio en el crecimiento de la cepas de M. furfur y M. furfur atipica.



RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar mas estudios con genes codificantes de proteinas para la identificacion
taxonomica de especies nuevas para el género de Malassezia.

Se propone realizar mas investigaciones para evaluar los candidatos como inhibidores Lisina y
Treonina.

Realizar mas estudios evaluando otros candidatos de inhibicion de crecimiento para
Malassezia, evaluados en reportes previos para las levaduras como Sacharomyces,
Cryptococcus y Candida spp.

Se sugiere estandarizar un medio 6ptimo para la implementacion de estas técnicas, en
levaduras lipido-dependientes como Malassezia.
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[ Inoculo 0.5 McFarland }

3 ml

\\(?

5 ul x cada Tween

~@f

Tween  20: monolaurato  de
polioxietilen(20)sorbitano. Acido
laurico, >40% (Balance de acido
miristico, palmitico y estearico)

Tween 40: monopalmitato de
polioxietilen(20)sorbitano. Acido
palmitico, ~90% (Balance acido
estearico)

Tween 60: monoestearato de
polioxietilen(20)sorbitano. Acido
estearico, 40-60% acido palmitico y
estearico total, 290%.

Tween 80: monooleato de
polioxietilen(20)sorbitano. 70% de
acido oleico y acido palmitico.



Extraccion de ADN

Liofilizado durante 24 horas (i + 600 ul de Buffer de lisis
100mg || = = *+60ulde B-mercaptoetanol
: Un minuto en el
2 8 ul Proteinasa K (Incubar a .
600 ul de Buffer de extraccion i}
65°C durante 60 minutos) @ Mini-Beadbeater

14000 rpm x 15 min :
14000 rpm x 5 min x 2

Lavados con cloroformo: alcohol
Transferir | | 600 ul de Buffer de extraccion X 2 @ isoamilico X 2
fase acuosa | |
220 °C nga la noche 1 500 ul del sobrenadante 14000 rpm X 5 min x 2 @
\Jl + 10 ul de Acetato de sodio

+ 20 ul isopropanol

@ Decantar el isopropanol Lavado con 1 ml de Etanol al 70% @ ir;%eggac 30 min

12000 rpm x 15 min a 0 °C 12000 rpm x 15 mina 0 °C

Gel de agarosa al 0.8% 2.5 ul de RNAsa 50 ul de agua de
1 horaa 37 °C PCR



Reactivo

Buffer de lisis (Tris HCI 50mM pH 8.0, EDTA 50mM
pH 8.0 SDS al 3%)

B-mercaptoetanol

Proteinasa K (200 mg/ml)

Buffer de extraccion
isoamilico (25:24:1))

(Fenol:cloroformo:alcohol

Cloroformo: alcohol isoamilico 24:1

Acetato de sodio e Isopropanol

Etanol al 70%

Funcién

Tris HCI: Es un tampon biologico, cuya funcion es
mantener el pH de la solucién constante (pH 7.0 pH
8.0).

EDTA: Es un agente quelante de iones metalicos
como Ca+t++ y Mg++. Inhibe la accion de las nucleasas
al no haber cofactores libres para su actividad y asi
protege al ADN.

SDS: Es un detergente anionico que actia como
agente solubilizante de proteinas y de componentes
de tejidos y membranas.

Es un antioxidante, escinde enlaces
disulfuro y forma disulfuros. Se usa para ayudar en la
desnaturalizacion de estructuras ricas en GC.

Digiere proteinas y remueve contaminantes a partir
de las preparaciones de acidos nucleicos.

Desproteiniza e inhibe las nucleasas. Separacion de
las fase acuosa, interfase y fase organica.

Cloroformo: Elimina trazas de fenol y desnaturaliza
nucleasas.

Alcohol isoamilico: Reduce la formacion de espuma,
facilita las fases.

Precipitacion de acidos nucleicos.

Elimina sales residuales.



PCR Components PCR Process (ONE Cycle)

(=

DNA Sample

Taq polymerase

R
=S

Primers

i]

Mix Buffer

ce\

A T

Nucleotides

PCR Tube /

Thermal Cycler

PCR Cycle

Amplificacion de ADN

:

l 95°C - Strands separate 1. Denaturing

:

1 55°C - Primers bind template 2. Annealing

i

!
|

l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

-

-Primers: es una cadena de &cido
nucleico que sirve como punto de
partida para la replicacion del DNA.

-Buffer de Taqg: Amortiguador,
mantiene el pH en las condiciones
requeridas.

-MgCl: Aumenta la temperatura de
hibridacion del DNA. Cofactor para
la Tag.

-Tag-polimerasa: Polimerasa
termoestable.

-dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP,
deben utilizarse en
concentraciones equivalentes.

-DMSO: Reduce la estructura
secundaria del ADN y es util sobre
todo para amplificar

regiones con gran cantidad de
GCs.



Amplificacion de ADN

Secuenciacion automatica ‘

ddTTP ddATP ddCTP ddGTP

[XXK

Gracias al empleo de 4
fluorocromos diferenies, se puede
combinar el resultado de las 4
reacciones y aplicar la mezcla a
un mismo pocillo del gel de
eleciroforesis.

T3
S Se genera un regisiro
iy et e s
perfiles de color, que
combinados se intexpretan

\ /// No solo se pueden \

€OMO UNa secuencia.

Detector

detectar los 4 colores iras
G’C acabar la separacion
El color de cada —— T4 | electroforética, sino que
handa corresponde | [ (£ incluso segim va
al del —— |4 | iranscurriendo ésta el ! r
dideoxinudésido ||~ | | detector puede medirla | ‘
3.-terminaldeese || |- | presenciadelasbandas | 1 l
E— que van pasando por el | ’
—_— haz laser y su color. [
— 5! CGTGTGACTCCG
s | T
G
— | T
-
C

Flectroforesis
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Sensibilizacion de microplacas
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A. 0.5 ml DMSO 2 A, 0.75 ml DMS A. 1.75 ml DMSQ
B.0.5ml Urea B.0.75 ml Urea B. 1.75 ml Urea

05m|\ 05m| - 025m1“

'Y T
S
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A. 0.5 ml DMSO A. 0.75 ml DMS{ A. 1.75 ml DMS 7
B.0.5ml Urea B.0.75 ml Urea B.1.75 ml Urea
'\

0.5ml 0.5mi ™~ - 025m| Te—

A 0.5ml DMSO A.0.75 ml DMSO A. 1.75 ml DMSO
B.0.5ml Urea B 0.75 ml Urea B. 1.75 ml Urea

Mll@llll@

1600ug/ml 800ug/ml 400ug/ml 200ug/ml 100ug/ml 50ug/ml 25ug/ml 12.5ug/ml 6.25ug/ml 3.125ug/ml

Diluciones intermedias

Dilucion 1/50 (Diluciones intermedias 100 pl
| Nl C X 1

1 223K 3364 265 )6 37268 3€9 2610

Hiitiied

11

12

0.25ug/ 0.125ug 0.06ug/ 0.03ug/
ml /ml ml ml

16ug/ml | 8ug/ml = 4ug/ml 2ug/ml = 1lug/ml 0.5ug/ml

CE

cCc




Técnica de macrodilucion

M

1600 ug/ml

| | |

1 ml Inhibidor 0.5 ml Inhibidor 0.25 ml Inhibidor

I

160 ug/ml 80 ug/ml 40 ug/ml  Control de Crecimiento
9 ml Urea 9.5 ml Urea 9.75 ml Urea 10 ml Urea
5 pLI 5 pLI 5 IJLI 5 pLT



