GENOTIPIFICACION DE Malassezia furfur ATIPICA Y UNA APROXIMACION
DE POTENCIALES INHIBIDORES DE CRECIMIENTO

DIANA CATALINA ROJAS PADILLA

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
TRABAJO DE GRADO
BOGOTA D.C. 2018



&
Rl T
SERVIGIO * >

GENOTIPIFICACION DE Malassezia furfur ATIPICA Y UNA APROXIMACION
DE POTENCIALES INHIBIDORES DE CRECIMIENTO

VILMA YAMILE MARTINEZ GRANADOS

Asesor interno

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

ADRIANA MARCELA CELIS RAMIREZ M.Sc. Ph.D.

Asesor externo

Universidad de los Andes

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
TRABAJO DE GRADO
BOGOTA D.C. 2018



DEDICATORIA

A mis padres, Angélica Padilla y Gabriel Rojas por apoyarme incondicionalmente
en lo recorrido de este proceso, a mi abuela por ser ese apoyo en mi vida y por
darme fuerzas cada dia de mi vida, a mis hermanos y toda mi familia por su
apoyo. A Julidn gracias por acompafiarme en todo el proceso de mi carrera
profesional, por motivarme siempre a dar lo mejor de mi y alegrarme en cada

momento por mas dificil que fuera.

A mis amigos, sin ellos la universidad no habria sido lo mismo, por estar en los

momentos alegres y dificiles, de cada uno de ellos me llevo lo mejor.



AGRADECIMIENTOS

Primero que todo agradezco a Dios, por permitirme realizar este trabajo. A mi
familia por ser el motor de mi vida, mi fortaleza y mi apoyo.

A la Doctora Adriana Celis, le dio mis gracias infinitas por darme la oportunidad
de trabajar y aprender con ella, muchas gracias por su acompafiamiento,

paciencia y por la dedicacion de su tiempo en la realizacion de este proyecto.

A la Doctora Marcela Guevara, que me guio por todo el camino en la
construccion de este trabajo de grado, aprendi demasiado con ella, gracias por

el tiempo y la paciencia que dedico en todo el proceso de este trabajo.

A la profesora Vilma Martinez, por darme la oportunidad de que sea mi asesora
interna y por todos los conocimientos que adquiri en sus clases.

Agradezco a la Universidad de los Andes y a todas las personas que me
colaboraron en este proceso y que hicieron de este trabajo una increible
experiencia para mi vida personal y profesional.

A la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, por la formacién integral y

por todos los conocimientos adquiridos durante todos estos afios.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUGCCION. .. ..ot 16
1. OBUETIVOS . e 19
LLAGENERAL. ..o e 19
1.2ESPECIFICOS. .. .o, 19

2. ANTECEDENTES. ... e 20
3. MARCO TEORICO.......ccoeuuiiieiee e, 22
G TR0 1= (o [ 01 = 22
3.2 Caracteristicas microbiol0giCas. ...........ccoeviiiiiiiiiii 24
3.2.1 Morfologia......cueieie 24

3.2.2 UNraestruCtura..........o.oiiiiiii e 25

3.2.3 Lipidodependencia...........ccoieiiriiiiiiii i, 25

3.2.4 PatogeniCidad. .........ouoiiiiii e 26

3.2.5 ReproduCCioOn. ........coeiuiiei i 27

3.3 Epidemiologia y ecologia en humanos..........c...coviiiiiiiiiiie e, 27
3.4 1dentifiCacion.........coii 29
3.4.1 Condiciones de CUltiVO..........cccoeiiiiiiiiiii e 29

3.4.2 Pruebas fenotipicas y fisioldgicas..............cooviiiiiiiiinn. 30

3.4.3 IdentificaciOn molecular.............c.coviiiiiiii 32
3.5Tratamiento. ... ..o 34
3.6 Pruebas de sensibilidad in VItro...........c.ocoiiiiiiiiiii 35

B 7INNIDIAOrES. ... e 36
0t o = 36

3.7.2 TrEONINA. .. 36

4. Disef0 MetodOIOGICO. ... .uueiiee e 38
4.1Tipo de iNVeStigacioN. ........couiuiiiiii e 38



A o 1T o0 (= 38

4.3Variables e iIndicadores. ..........c.ooiiiiiiii 39
4.4Técnicas y procedimientos........c.oovieiiniiiii 40
4.4.1 Origendelos aislados..........cooeiiiiiiiiiiiii i, 40
4.4.2 Pruebas fenotipicas y fisiol0gicas. ...........cccovieiiiiiiniinenane. 41
4.4.3 Extraccion de ADN.... ... 42
4.4.4 PCR CONVENCIONAL. . ..ot 42
4.4.5 SECUENCIACION. .. ..uiie it aaes 43
4.4.6 Ensamblaje de secuencias.............cooeiiiiiiiiiiiiii 44
4.4.7 Alineamientos multiples............cooviiiiiii i 44
4.4.8 Analisis filogenétiCo...........ccooiiiiiii 44
4.4.9 Pruebas de sensibilidad antifingica in vitro........................... 45
4.4.9.1Preparacion del inoculo............oooeiiiiiiii 45

4.4.9.2 Preparacion de las diluciones del antifungico y

de los inhibidores Sensibilizacion de las placas................. 46

4.4.9.3Técnica de Macrodilucion............ccoiiiiiiiiiiiiieaeee 46

5. RESULTADO S . ... e e eeea e 49
5.1 Caracterizacién morfoldgica y fisioldgica..............cooeiiiiiiiiiiiin, 49

5.2 ldentificacion molecular............c.oooiiiiii 56

5. 2. L PR 57

5.2.2 Analisis filogenético...........coooiiiiii e, 58

5.3 Sensibilidad de los inhibidores. ... 59
5.3.1 Técnica de microdiluCion...........c.cooeiiiiiiii i 60

5.3.2 Técnica de macrodilucion............ccoiiiiiiiiiiiii e 63

5.3.3 Técnicade difusibnenagar...............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiii i 64

B. DISCUSION. .....oiiiiiiiiiiiiiiee e e, 67
7. CONCLUSIONES. ... ..ot e 73

REFERENCIAS



ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Variables e indicadores del
LYo 18 Lo | [ Y 39

Tabla 2. Cepas de Malassezia furfur incluidas en este
S U O, e 41

Tabla 3. Programas y ciclos térmicos utilizados para la amplificacion............... 43

Tabla 4. Cebadores utilizados para la amplificacion y

[ Y=Ye U [=) g Lo =) (o] PR 43

Tabla 5. Morfologia micro y macroscépica en Agar Dixonm de las cepas de M.
furfur evaluadas en el
23] Lo [ 49

Tabla 6. Caracteristicas fisiologicas de Malassezia spp., incluidas en este estudio.
* Cepas con patrén

= ] 1o 1 50
Tabla 7. Orden de inoculacion en las microplacas...............ccocooiiiiiiiiiiinnni, 60

Tabla 8. Sensibilidad in vitro de Malassezia spp y Candida spp a Anfotericina B, L-
lisinay L-

rEONINA. .. oo 62

10



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema general de la metodologia del
BSTUIO. e 40

Figura 2. Procedimiento técnica de macrodilucién de L-lisinay L-

BrEONINA. ..o 47

Figura 3. Pruebas ureasa positiva de las cepas de M.

Figura 4. Patrones de asimilacion de Tween y Cremophor de las cepas de

referencia de M.

Figura 5. Patrones de asimilacion de Tween y Cremophor cepas atipicas M.
10 0 52

Figura 6. Crecimiento de M. furfur en agar Sabouraud con 10% de Tween 20 y
0.1% de Tween

Figura 7. Crecimiento de M. furfur atipicas en agar Sabouraud con 10% de Tween

y 0.1% de Tween

Figura 8. Crecimiento de M. furfur atipicas en agar Sabouraud con 10% de Tween

y 01% de Tween

Figura 9. Crecimiento y produccion de pigmento en agar triptéfano, cepas de
referencia de M.
FUNTUL . e 55

11



Figuras 10 y 11. Crecimiento y produccion de pigmento en agar triptéfano, de las
cepas atipicas de M.
{010 T T 55, 56

Figura 12. Gel de agarosa 1.5% del producto de amplificacion de ITS y

Figura 14. Arbol filogenético construido con verosimilitud, se incluyen las especies
de Malassezia, inferido con las secuencias de RPB2.....................co. 59

Figura 15. Resultado de placas sensibilizadas con Anfotericina B e inoculadas con

Malassezia spp y Candida

Figura 16. Resultado de placas sensibilizadas con L-lisina e inoculadas con

Malassezia spp y Candida

Figura 17. Resultado de placas sensibilizadas con L-treonina e inoculadas con
Malassezia spp y Candida

Figura 18. Macrodilucion de L-lisina y L-treonina. 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

Figura 19. Prueba de sensibilidad de L-lisina, difusion en agar Dixon de las cepas
de referencia de M.
TUNTUL e e 65

12



Figura 20. Prueba de sensibilidad de L-lisina, difusion en agar Dixon de las cepas

atipicas de M.

Figura 21. Prueba de sensibilidad de L-treonina, difusion en agar Dixon de las
cepas de referencia de M.
FUITUL . e 66

Figura 22. Prueba de sensibilidad de L-treonina, difusion en agar Dixon de M.
furfur

AUDICA . . ... e s 66

Figura 23. Esquema de diluciones intermedias. A. Anfotericina B (Diluyente
DMSO). B. Inhibidores L-lisina y L-treonina (Diluyente Caldo

Figura 24. Esquema de montaje sensibilizacion en microplacas de 96 pozos de
fondo redondo con Anfotericina B y los inhibidores (L-lisina L-

LEC=To] 11T RN U SOOI 93

13



INDICE DE ANEXOS
Anexo 1. Protocolo de extracCion de ADN . .....ooooii e 84

Anexo 2. Protocolo de preparacion de las diluciones del antifungico y de los
1] 71 oo o =S 86

Anexo 3. Sensibilizacion de microplacas...........ccoooeiiiiiiiiiiii e 87

14



&
D
SERVICIO * >

UNIVERSIDAD COLEIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

GENOTIPIFICACION DE Malassezia furfur ATIPICA Y UNA APROXIMACION
DE POTENCIALES INHIBIDORES DE CRECIMIENTO

RESUMEN

Malassezia hace parte de la micobiota normal de la piel de humanos y animales de
sangre caliente; son levaduras lipofilicas y lipido-dependientes, relacionadas con
entidades dermatoldgicas e infecciones sistémicas. Actualmente, el género incluye
18 especies, entre las cuales se puede destacar a: M. globosa, M. restricta, M. furfur,
M. sympodialis como las especies con mayor frecuencia aisladas a partir de
pacientes con enfermedades como, pitiriasis versicolor, caspa, dermatitis
seborreica, dermatitis atopica, foliculitis, psoriasis y M. pachydermatis en otitis y
dermatitis en animales domeésticos. Debido a la presentacion de tipo cronico de
estas enfermedades y al uso recurrente de compuestos antifungicos, que esta
relacionado con fallas terapéuticas, hace necesaria la busqueda de nuevas

alternativas para su tratamiento. El objetivo de este estudio fue caracterizar
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fenotipica y molecularmente ocho cepas de M. furfur con patron de asimilacion de
Tween 80 atipico (diferente). Ademas de evaluar su sensibilidad in vitro a dos
inhibidores, usando los métodos de microdilucion en placa (M27-A3CLSI,
modificada), macrodilucion (M27-A3) y difusion en agar (M44-A). En general,
nuestros resultados de caracterizacion morfolégica y fisiologica confirmaron el
patron atipico. Los analisis filogenéticos multilocus permitieron verificar la posicion
filogenética de nuestros aislados al formar un clado independiente dentro del
complejo de M. furfur, utilizando las secuencias de ITS y LSU. Ademas, el analisis
con el fragmento de RPB2 indica que nuestros aislados son potencialmente una
nueva especie dentro del género con una distancia filogenética de
aproximadamente 6% con cepas de M. furfur. En la sensibilidad antifingica in vitro
con los inhibidores Lisina y Treonina, no se observo inhibicion en los ensayos de

sensibilidad.

Palabras clave: M. furfur atipica, sensibilidad antifangica, filogenia, Lisina,

Treonina.
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INTRODUCCION

Las levaduras del género Malassezia pertenecen al phylum Basidiomycota y
se caracterizan por su lipofilia y lipidodependencia. Hacen parte de la micobiota
normal de la piel en humanos y algunos animales®. A pesar de su estatus dentro del
micobioma humano, en ocasiones Malassezia puede proliferar en exceso y se
relaciona con el establecimiento e inicio de diferentes entidades dermatoldgicas?.
Sin embargo, algunas de las especies como, M. furfur y M. pachydermatis han sido
reportadas en casos de infecciones sistémicas en pacientes inmunosuprimidos con

alimentacién parenteral suplementada con lipidos?®.

En Colombia Rincén et al*., reportaron que M. globosa, M. sympodialis y M.
furfur son las especies mas frecuentemente aisladas, sin embargo también
encontraron la presencia de aislados que no pudieron ser identificados a nivel de
especie®. Posteriormente la caracterizacion molecular revelé que formaban un clado
filogenéticamente relacionado con M. furfur, a pesar de presentar caracteristicas
fisiologicas diferentes; por lo tanto, fueron etiquetados como M. furfur atipica®. M.
furfur es una especie altamente variable, Wu et alet al., en 2015 sugirieron la
presencia de un complejo de esta especie®. Posteriores andlisis filogenéticos
permitieron establecer la relacién de la cepa atipica M. furfur 4DS con M. furfur CBS
7982 dentro de este complejo, sin embargo, mantenian una relacion lejana con otras
cepas de esta especie’. Todos estos hallazgos sugieren la presencia de una nueva
especie en el complejo de M. furfur. El Grupo de Investigacién Celular y Molecular
de Microorganismos Patdgenos de la Universidad de los Andes (CeMoP) ha
realizado diferentes acercamientos con el fin de esclarecer el estatus de M. furfur
atipica como: estudios fisiolégicos, secuenciacion de genomas, reconstruccion
metabdlica y andlisis de balance de flujo, proteémica y lipiddmica asi como también

evaluacion en modelo murino 7 °.
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Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario revisar la posicion filogenética
de estas cepas mediante una aproximacion molecular usando genes ribosomales:
los espaciadores transcritos internos (ITS), 5.8S y la region D1/D2 del 28S de la
subunidad grande (LSU) y del gen que codifica para la segunda subunidad mayor
de la ARN polimerasa Il (RPB2), usados actualmente para la identificacion a nivel
de especie de ciertos grupos de hongos®, que permitan confirmar si estas cepas
corresponden a M. furfur o por el contrario si pueden ser considerados como una

nueva especie dentro del género.

Adicionalmente, el interés de las especies del género Malassezia esta
relacionado con su relevancia clinica, el uso frecuente de compuestos antifingicos
para su tratamiento y la emergencia de resistencia. En un estudio anterior de Rojas
F et al., en 2014, se determind la sensibilidad antifingica in vitro de M. furfur, M.
globosa y M. sympodialis, frente a diferentes antifungicos. Se observo que M. furfur
tenia los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) méas altos para los
antifangicos fluconazol, ketoconazol, miconazol, voriconazol, itraconazol vy
anfotericina B'°. Leong C et al., en 2017, describieron la resistencia intrinseca
debido los altos valores de CMI de varias especies de Malassezia spp., para
equinocandinas!!. Dada la alta variabilidad en el perfil de sensibilidad frente a los
antifangicos y a los posibles efectos toxicos de estos compuestos en el hospedero,
es necesario candidatizar nuevas moléculas para el tratamiento de las
enfermedades relacionadas con esta levadura. Previamente el CeMoP habia
postulado dos aminoacidos (Lisina y Treonina) con potencial inhibitorio en el
crecimiento de Malassezia spp. Debido a la capacidad que estos tienen para inhibir
la Homocitrato Sintasa y Homoserina Deshidrogenasa, enzimas clave en el

metabolismo de microorganismos? 13
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Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto surgen las siguientes preguntas de
investigacion:
¢M. furfur atipica puede ser una potencial especie nueva dentro de este
género de levaduras lipidodependientes?
¢ Seréan Lisina y Treonina inhibidores del crecimiento de los aislados atipicos

de M. furfur y potenciales candidatos terapéuticos?
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Revisar la posicién taxondmica y filogenética de aislados identificados como

Malassezia furfur atipica y evaluacion de potenciales inhibidores.

1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Caracterizar fenotipica y molecularmente aislados de M. furfur atipica.
e Determinar las relaciones filogenéticas de M. furfur atipica con cepas de
referencia de M. furfur mediante analisis multilocus de secuencias.

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

Debido a la lipidodependencia y lipofilia del género Malassezia el conocimiento
acerca de aspectos relacionados con su epidemiologia, ecologia y procesos de
interaccion con el hospedero se han visto retrasados. Sin embargo en las dltimas
décadas se han llevado a cabo diversos acercamientos que han permitido avanzar

en la comprension de la relacion de su estatus como parte de la micobiota normal.

Este género de levaduras ha sido objeto de diversas re evaluaciones
taxonomicas y desde los 90°s, con la implementacion de técnicas moleculares se
condujo a la explosion en el numero de especies descritas, siendo tan solo siete

especies para 1996, nimero que aumento a 18 en este Gltimo afio?.

La epidemiologia de Malassezia difiere de acuerdo a diversos factores entre
ellos caracteristicas geogréaficas, étnicas, relacionados con la edad entre otros?. En
Colombia, son pocos los estudios realizados de diversidad de especies de
Malassezia. Uno de los principales trabajos fue realizado por Rincoén et al., en 2005
quienes identificaron las especies mas frecuentes a partir de pacientes con lesiones
dermatolégicas e individuos sanos. Las especies mas frecuentemente aisladas
fueron M. globosa, M. sympodialis, M. furfur y M. restricta, siendo M. globosa la
especie mas frecuentemente aislada a partir de pacientes con pitiriasis versicolor y
dermatitis seborreica. También se reporté la presencia de siete aislados que fueron
etiquetados como Malassezia spp., debido a que en la identificacién fenotipica se
observé un patron atipico de asimilacion de Tween que no correspondia a ningin
patrén anteriormente descrito*, posteriores estudios revelaron su relaciéon con el
género M. furfur, sin embargo, evidencia posterior sugiere que corresponde a una

nueva especie.
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Otros estudios han permitido evidenciar diferencias importantes en M. furfur
atipica. Triana et al., en 2017, llevaron a cabo la secuenciacion de genomas,
reconstruccion metabolica y analisis de balance de flujo de las especies M. furfur,
M. furfur atipica, M. globosa, M. pachydermatis, M. sympodialis, demostrando
diferencias genémicas y metabdlicas importantes entre estas especies’. El tamafio
del genoma de M. furfur (14.9 Mpb) y de M. furfur atipica (10.3 Mpb) es de casi el
doble al reportado para las otras especies que se encuentra aproximadamente entre
7.0y 9.0 Mpb & 7 sugiriendo posibles fenémenos de hibridacién que pudieran dar
lugar a la presencia de nuevas especies.

A nivel metabdlico M. furfur atipica presenta un mayor nimero de reacciones
relacionadas con el metabolismo de los lipidos comparado con M. furfur y entre ellas
con las otras especies, denotando su versatilidad metabdlica. Se encontraron un
mayor numero de reacciones relacionadas con el metabolismo del &cido
araquiddnico, precursor de compuestos eicosanoides como prostaglandinas y
leocotrienos. Ademas de diferencias en el numero de reacciones relacionadas con
sintesis, elongacién y degradacion de acidos grasos .

M. furfur atipica también presenta diferencias a nivel de su lipidoma que permiten
separarla de M. furfur, con un contenido de Trigliceridos (C:16, C:18) y
fosfatidilcolinas diferente (Datos no publicados).

Dada su relacidbn con diversas entidades dermatoldgicas y fungemia,
establecer tratamientos apropiados para controlarla de forma eficiente y sin causar
efectos secundarios en el hospedero, debido su estatus como comensal es
fundamental. Estudios previos de Camelo et al., en 2017, demostraron la capacidad
de Lisina para actuar como un posible inhibidor de la produccién de biomasa de M.
pachydermatis. Mediante un tamizaje in silico a través de una aproximaciéon basada
en docking molecular se puedo predecir que la L-lisina es un inhibidor competitivo
de la enzima homocitrato sintasa'?. Por otra parte Rodriguez et al., candidatizé a L-
treonina como un posible candidato de inhibicién frente a M. furfur, dado que este
aminoacido actia como un inhibidor competitivo frente al etanol (sustrato) sobre la

actividad enzimatica de Homoserina deshidrogenasa®s.
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MARCO TEORICO
3.1Taxonomia

En 1846, Eichstedt describio la presencia de células levaduriformes a partir
de muestras de pacientes con Pitiriasis versicolor (PV) 4. No obstante, en 1853
Robin designé el nombre de “Microsporon furfur” al ver células con morfologia
redondeada en pacientes con escamas dérmicas®®. En el mismo afio (1853),
Malassez describié estas mismas células levaduriformes reproduciéndose en la
capa mas superficial de la epidermis de pacientes con afecciones en la piel, pero
fue hasta el afio 1889 que Baillon designé el género como Malassezia en honor a

Malassez y el nombre “Microsporon furfur” fue cambiado por Malassezia furfurl®.

Sabouraud en 1904, se refiri6 a dos morfologias diferentes: describié el
género Pityrosporum malassezi para referirse a las levaduras que no formaban
filamentos en escamas de pacientes con Dermatitis Seborreica (DS); y sostuvo el
nombre de Malassezia furfur a las levaduras que formaban filamentos en escamas
de piel con lesiones correspondientes a Pitiriasis Versicolor (PV) 18, Para hacer mas
compleja la nomenclatura del género, Castellani y Chalmers, en 1913, separaron en
dos especies las levaduras por su morfologia variable, ademas de lograr por primera
vez el crecimiento en el laboratorio de este microorganismo; nombraron P. ovale a
las levaduras con morfologia oval, mientras que Gordon en 1951 llamo P. orbiculare

a las levaduras con forma esférica?’.
A partir de muestras obtenidas en la piel de rinoceronte, Weidman en 1925,
logré aislar levaduras que crecian sin suplementacién de acidos grasos, a las cuales

nombré P. pachydermatis?®.

Pero fue en 1986 cuando la Comision Internacional para la Taxonomia de

Hongos decidié dejar un solo nombre valido (Malassezia) para referirse a estas
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levaduras, aceptando dos especies en el género: M. furfur, asociada a humanos, y

M. pachydermatis, asociada a animales?®.

En la década de los 90 Simmons y Guého, describieron una nueva especie
lipofilica designada como M. sympodialis. Guillot y Guého, secuenciaron y
estudiaron el ADNr, incluyendo ademas el estudio de criterios morfologicos y
fenotipicos describiendo cuatro especies nuevas: M. globosa, M. obtusa, M. restricta
y M. slooffiae?°,

Sugita et al., mediante el estudio de las secuencias del ADNr (Regiones ITS
y D1/D2), describieron las especies M. dermatis (2002), M. japdnica (2003), M.
yamatoensis (2004)?1: 22 23,

El grupo de investigacion de Hirai en 2004, describidé una nueva especie, pero
esta vez en animales proveniente de un aislado de un gato japonés con otitis
externa, comparandolo con asilados de ganado vacuno de Brasil; describiendo a
Malassezia nana por medio de secuenciacion de ADNr de la subunidad 26S vy del
ITS124,

Cabafies et al., en el afo 2006, describieron dos nuevas especies
provenientes de aislados de animales; M. caprae aislada de piel sana
principalmente de cabras y M. equina aislada principalmente de caballos, se realiz6
la descripcién por medio de andlisis comparativos de marcadores moleculares?!®. El
mismo autor describié por métodos moleculares otras tres especies asociadas a
animales, M. cuniculi (Piel de conejo) en el afio 2011, M. brasiliensis (Loro) y M.

psittaci (Loro) en 201625 26. 27,
Honnavar et al., en 2016, describieron M. arunalokei a partir de aislados

clinicos de pacientes en la India con Dermatitis Seborreica; y caracteriz6 la nueva

especie por técnicas moleculares como amplificacion y secuenciacion de las
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regiones D1/D2 del ADNr 26S?8. La ultima especie aceptada dentro del género fue
descrita por Lorch et al., en 2018, como M. vespertilinois, la cual fue aislada a partir
de muestras de piel de murciélagos en Estados Unidos?°. Esta nueva especie se
caracteriza principalmente por crecer en un amplio rango de temperatura (7-40°C),

teniendo un crecimiento 6ptimo a 24 °C?°y es la lltima especie aceptada a la fecha.

En la actualidad el género Malassezia se encuentra clasificado dentro del phylum
Basidiomycota, Subphylum Ustilaginomycotina, clase Malasseziomycetes, orden
Malasseziales, familia Malasseziaceae. Actualmente incluye un total de 18

especies?.

3.2. Caracteristicas microbioldgicas

Las especies de este género presentan caracteristicas fenotipicas Unicas
dentro del grupo de levaduras y de los hongos en general. Entre ellas se destacan
la composicion de su pared celular, morfologia, requerimiento de lipidos, y su

reproduccion.
3.2.1 Morfologia

Las colonias macroscépicas del género Malassezia spp., en agar Dixon
modificado, pueden ser variables, observandose colonias pequefias o de diferentes
tamafios dependiendo la especie, de color blanquecino a marrén, lisas o
ligeramente rugosas umbilicadas, de textura cremosa o friable, planas o convexas,
umbonadas, brillantes u opacas, con bordes Ilobulados o lisos®.
Micromorfolégicamente, pueden variar dependiendo la especie, de ovaladas a
esféricas o cilindricas de 2-4 ym de largo por 1-2 um de ancho aproximadamente;
debido a su reproduccion monopolar le da una caracteristica de huella de zapato,
también pueden tener forma de botellas?.
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3.2.2 Ultraestructura

La pared celular de Malassezia spp., se caracteriza por ser mas gruesa de lo
normal que en otros hongos; puede cambiar dependiendo la especie, pero
aproximadamente el rango es de 0,5um a 1,1um; estd compuesta por varias capas,
lamela externa, una pared multicapa y membrana plasmatica. Los componentes de
esta pared son: carbohidratos (70%), proteinas (10%), lipidos (15 a 20%) y quitina
(1 a 2%) con bajas cantidades de sulfuro y nitrdgeno. Con relevancia a la cantidad
de lipidos que presentan a diferencia de otras levaduras como Saccharomyces que
es de aproximadamente 1 a 2 %. Esto le podria conferir resistencia a factores

externos como cambios osmaticos, fuerzas mecénicas?32.
3.2.3 Lipidodependencia

En cuanto al genoma, se ha comprobado que las especies del género
Malassezia carecen de genes que codifican el complejo de enzimas de la Acido-
graso-sintasa con lo cual carecen de sintesis de novo de acidos grasos. Esta
deficiencia enzimatica se compensa con la presencia de genes codificantes para
enzimas como lipooxigenasas, esterasas, lipasas y proteasas, lo que explica su
capacidad para hidrolizar los lipidos y otros sustratos que tenga en su ambiente y
usarlos como fuente de carbono?®3. M. pachydermatis se consideraba como la Gnica
especie no lipidodependiente, ya que es capaz de crecer en medios sin
suplementacién lipidica como el agar Sabouraud (SDB), pero se demostré la
ausencia del gen codificante para el complejo Acido-graso-sintasa ademas de
estudios que demuestran cierto grado de dependencia y es necesario administrar
lipidos al medio34. En condiciones de cultivo, en el agar Dixon modificado estos

lipidos (Glicerol, Acido oleico, Tween 40) son proporcionados por el medio.

El género Malassezia se puede encontrar en la capa superficial de la piel
obteniendo nutrientes esenciales para su crecimiento sin causar dafio alguno; sin

embargo, su patogenicidad esta mediada por diferentes factores en el huésped,
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dafio en la barrera cutanea, estilo de vida, estrés y el microbioma de la piel. Debido
a su incapacidad de producir acidos grasos, Malassezia debe obtenerlos a partir del

medio de cultivo o de su huésped.

En el sebo de la piel humana se pueden encontrar acidos grasos como
triglicéridos, colesterol, cera, ésteres, escualeno®®; para obtenerlos esta levadura,
secreta lipasas y fosfolipasas para la sintesis de acidos grasos. Estas enzimas
Faal, Faa2, Faa3, Faa4, Fatl tienen una funcion de translocar esos acidos grasos
al interior de la levadura para utilizarlos en formas diferentes: la primera es realizar
sintesis de acidos grasos en forma de triglicéridos o esteres de esterol y
almacenarlos en los “lipid droplets” o también conocidos como oleosomas o cuerpos
de lipidos, la segunda es realizar betaoxidacion para obtener energia
inmediatamente y sintetizar otros 4cidos grasos que pasarian luego a otras rutas
metabdlicas3® 37, Estaba descrito y estudiado en Saccharomyces cerevisiae que la
reaccion se llevaba a cabo en el peroxisoma, en el estudio de Triana et al, en 2018
de reconstruccién y caracterizacion del metabolismo de Malassezia, demostraron
que esas reacciones de betaoxidacion probablemente también ocurren en la

mitocondria” 3.
3.2.4 Patogenicidad

Malassezia aprovecha la sintesis de acidos grasos para formar la capa
lipidica de la parte externa de la pared celular. La secrecion de enzimas
mencionadas anteriormente33, en la piel del huésped puede causar inflamacion,
apoptosis de melanocitos y queratinocitos mediada por la produccion de indoles, los
cuales son ligandos del receptor de hidrocarburos Aryl (AhR) un regulador
transcripcional, que conlleva a la apoptosis celular; ademas, la inhibicion de
tirosinasa una enzima importante para la produccién de melanina en los melanocitos
causando una hipopigmentacion3® 39, La patogenicidad y colonizacion también esta
relacionada a las propiedades de adherencia que poseen estas levaduras,

mediadas por la capa lipidica que se encuentra al exterior de la pared celular, esta
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capa también ha sido asociada a la evasion del sistema inmune, disminucion de la

accion fagocitica y supresion de citoquinas*®.
3.2.5 Reproduccioén

Malassezia se reproduce por gemacion desde el mismo lugar en un polo
(monopolar), blastica y percurrente. La célula hija se desprende de la célula
parental, por medio de la formacién de un septo. Este desprendimiento deja una
cicatriz en la célula parental y tras consecutivas gemaciones se forma un collarete

(cicatriz en forma de collar) .

A la fecha no se ha descrito la fase sexual de Malassezia spp. No obstante,
algunos reportes indican la presencia de genes MAT (acronimo en inglés mating-
type), relacionados con reproduccion sexual en los genomas de algunas especies

de levaduras® 4.
3.3 Epidemiologia y ecologia en humanos

Se ha demostrado en varios estudios la presencia de Malassezia en la
micobiota de la piel desde el nacimiento*? 43, normalmente se encuentra en lugares
del cuerpo en areas ricas de sebo como: cara, cuero cabelludo y tronco superior.
Factores como el género y la edad son clave para la distribucion y composicion de
esta levadura en el cuerpo humano. La presencia de Malassezia incrementa en
hombres con edades de 15 a 18 afos, en mujeres incrementa alrededor de los 10
a 12 afios?.

Tradicionalmente, Malassezia ha sido relacionada como un microorganismo
comensal en la piel de los animales que habita, las especies predominantes en la
piel humana son M. globosa y M. restricta, pero también se han detectado otras
especies como M. arunalokei, M. furfur, M. japdnica, M. obtusa, M. pachydermatis,
M. slooffiae, M. sympodialis, M. yamatoensis, en ciertas condiciones y cambios en

la piel pueden crecer en exceso y convertirse en patégeno oportunista®t. En
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condiciones normales estas levaduras obtienen energia a través de los lipidos de la
piel del huésped sin causar enfermedad, pero al presentar cambios o estrés en este
ambiente puede proliferar y causar afecciones, como es el caso en cambios
morfologicos de los melanocitos sin presentar inflamacion en el tejido (Pitiriasis
versicolor). En patologias como dermatitis seborreica puede presentarse
inflamacion del tejido epidérmico sin inducir respuesta inmune especifica a
diferencia de la dermatitis atipica que si la induce. Malassezia también es capaz de
provocar inflamacion en otros tejidos, causando enfermedades como foliculitis u

onicomicosis®®.

La pitiriasis versicolor es una afeccion dermatolégica que normalmente se
presenta en lugares tropicales. Se caracteriza por la hipo o hiperpigmentacion de la
piel en cuello, brazos, o tronco, sin presencia de inflamacion; no es claro totalmente
la fisiopatologia de esta enfermedad, pero ha sido asociada por la produccion de
indoles como malassezina, indirubina, indolo, carbazolo y formilindolo carbazol de

triptéfano, de especies como M. furfur, M. globosa, M. sympodialis®® 2.

La dermatitis seborreica es una enfermedad dermatologica crénica, se
caracteriza por la aparicion de lesiones eritematosas con descamacion y picazén en
la piel, suele presentarse en zonas sebaceas como la cara, cuero cabelludo y pecho.
Su incidencia en la poblacion sana es del 1-3%, pero la incidencia en pacientes con
Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), es del 30-83%. Las especies
mas frecuentes y aisladas de estos pacientes son M. globosa y M. restricta; estas
levaduras liberan diferentes enzimas como lipasas, fosfolipasas C y acido
esfingomielinasas que hidrolizan lipidos presentes en la piel del huésped, causando

irritacion e inflamacion en el tejido epidérmico.46: 47

La dermatitis atOpica se caracteriza por la presencia de lesiones inflamatorias
como eritema, vesiculas, papulas y exudacion. Es una enfermedad multifactorial,

asociada con disturbios en la barrera de la piel, estrés, alérgenos, estilo de vida,
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factores ambientales y genéticos. La especie mas aislada en esta patologia es M.

sympodialis** 48,

La foliculitis causada por Malassezia que coloniza e infecta los foliculos
pilosos, se caracteriza por la aparicién de erupciones papulopustulares inflamatorias
y pruriginosas, se encuentra normalmente en el tronco superior del cuerpo. La
patologia ocurre por la hidrolisis de triglicéridos que conduce a una reaccion
inflamatoria en los foliculos pilosos#® 4°. Anteriormente ya se habia mencionado
algunos casos en los que Malassezia puede convertirse en un microorganismo
oportunista causando fungemia, en pacientes inmunocomprometidos y/o con

dispositivos médicos que tienen contacto con emulsiones ricas en lipidos®? 52,
3.4 Identificacién
3.4.1 Condiciones de cultivo

Debido a sus requerimientos nutricionales a diferencia de otras levaduras,
Malassezia crece en medios con suplementacién lipidica, el primer cultivo de este
género se le otorga a Panja, en 1927, quien logro cultivarla en un medio con base
de huevo®. El crecimiento éptimo de estas levaduras se logré con la formulacién
del medio de cultivo modificado de Dixon, modificacion realizada por Midgley, este
es el medio usado normalmente para el aislamiento de Malassezia a partir de
muestras previamente inoculadas en soluciones de Tween 80 al 0.5 y se incuban a
una temperatura de 32 °C por 2 semanas®. Al obtener crecimiento de colonias
compatibles con Malassezia se procede a su identificacién a nivel de especie por

medio de diferentes pruebas fenotipicas y fisiolégicas.
3.4.2 Pruebas fenotipicas y fisioldgicas

La identificacion a nivel de especie y diferenciacion fenotipica de Malassezia

se basa en distintas pruebas bioquimicas. Entre las cuales se incluyen: la actividad
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de catalasa, actividad de ureasa, actividad de B-glucosidasa, crecimiento en medio
Sabouraud y asimilacion de los Tween 20, 40, 60, 80 y Cremophor.

3.4.2.1 Actividad de catalasa

Determina la existencia de la enzima catalasa en la levadura, si es capaz de
descomponer el peroxido de hidrogeno (H20:2), en agua (H20) y oxigeno (Oz).La
prueba se considera positiva al observar la presencia de burbujas. La Unica especie

gue no posee la enzima es M. restricta y M. arunalokei 2028 53,
3.4.2.2 Actividad de ureasa

Prueba clave para diferenciar levaduras del Phylum Basidiomycota del
Ascomycota, siendo positivo para los microorganismos basidiomicetos. Las
levaduras de este género poseen la enzima ureasa, utilizando el nitrégeno
proveniente de la urea, lo hidrolizan, liberando dos moléculas de amoniaco y diéxido
de carbono. Estos productos metabdlicos alcalinizan el medio, virando el indicador

rojo de fenol de amarillo a fucsia®3.
3.4.2.3 Actividad de B-glucosidasa

Algunas especies de este género poseen la enzima (3-glucosidasa, que es
capaz de hidrolizar el enlace glucosidico de la esculina, liberando glucosa y
esculineta. La reaccion positiva se observa por el viraje del medio a color negro, por
efecto de la reaccion entre el grupo fendlico de la esculineta y una sal de hierro.
Especies como M. sympodialis y M. obtusa producen una reaccion positiva por la

actividad de la B-glucosidasa®3.
3.2.2.4 Crecimiento en Agar Sabouraud

El crecimiento en agar Sabouraud es una prueba utlizada para la

diferenciacion de M. pachydermatis con las demas especies del género, dado que
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esta tiene la capacidad de crecer en este medio de cultivo, al no requerir una fuente

lipidica alta a diferencia de las demas especies®3.
3.2.2.5 Produccion de pigmento en p-agar

Mayser et al., demostraron que M. furfur era la Unica especie con la
capacidad de crecer en este medio y producir pigmentos oscuros a partir de la
utilizacion del triptéfano como fuente principal de nitrégeno, lo cual es asociado a la
patologia de pitiriasis versicolor donde se presentan hiperpigmentaciones en las

areas de la lesién causadas por M. furfur®*.
3.2.2.6 Asimilacion de Tween y Cremophor EL

La capacidad de Malassezia para asimilar suplementos lipidicos como Tween
20, 40, 60, 80, y Cremophor EL, se debe a diferentes enzimas como lipasas e
hidrolazas. Cada especie tiene una afinidad diferente por los esteres de
polisorbitano (Tween) y Cremophor EL. Se considera una reaccion positiva si
después de 5 dias de incubacidon se observa un halo de asimilacién alrededor del
p0Zz0 y una reaccion negativa como la ausencia del halo. Por medio de esta prueba,
se pueden observar los patrones de asimilacién de estos componentes. Se ha

descrito que M. furfur tiene la capacidad de asimilar todos los Tween y Cremophor?®:

53, 55

3.2.2.7 Crecimiento a diferentes temperaturas

La literatura describe el crecimiento de Malassezia a 37 y 40 °C, la
temperatura ideal para Malassezia es de 32 °C. Aunque, con M. pachydermatis se
ha observado un mejor crecimiento a 37 °C. Hay especies menos termotolerantes

como M. obtusa, M. restricta20 53,

3.2.2.8 Crecimiento en agar Sabouraud con 10% de Tween 20 y agar Sabouraud
con 0.1% de Tween 80.
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De M. furfur se ha descrito que tiene un patron de asimilacion de Tween 20,
40, 60 y 80 en las placas suplementadas con los esteres de polisorbitato 20 y 80.
Esta especie tiene la capacidad de asimilarlos y utilizar esa fuente lipidica

suministrada en el medio Sabouraud (SDB) %°.
3.4.3 Identificacion molecular

Las técnicas de caracterizacion molecular han permitido la identificacion de
nuevas especies de Malassezia, ademas de estudiar la variabilidad intra e inter

especies.
3.4.3.1 Amplificacidn y secuenciacion del rDNA y regiones codificantes

El método de eleccion para la identificacion de especies es la secuenciacion
de los dominios D1/D2 del gen 28S rRNA, aunque la region ITS también es utilizada.
El estudio en la divergencia a nivel molecular, entre especies de Malassezia se ha
estudiado en regiones del ARN ribosomal como, la region 18S o SSU (Subunidad
pequefia ribosomal), ITS1 (Regidn espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal
1), 5.8S (Subunidad grande del ribosoma) la mas conservada, ITS2 (Regién
espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal 2) y 26S o LSU (Subunidad grande
ribosomal). También se han secuenciado los genes ribosomales, genes codificantes
de proteinas para la identificacion de especies pertenecientes a este género, como
el gen de la B-tubulina, factor de elongacion, RPB1 (Primera subunidad mayor de la
ARN polimerasa Il), RPB2 (Segunda subunidad mayor de la ARN polimerasa II),
CHS2 (Gen de quitina sintasa) % > 2°. Los genes del ARNr se pueden comparar
filogenéticamente entre especies distantes por lo que las secuencias son altamente
conservadas, para especies relacionadas se pueden comparar debido a la

presencia de fragmentos de ADN con mayor variabilidad? %6,

3.4.3.1.1 Region espaciadora transcriptora interna (ITS)
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Es una regiébn espaciadora pequefia que consta de dos fragmentos
transcritos que se localizan entre los genes nucleares 18S, 5.8S y 28S que codifican
para el ARNr. Es una regiéon demasiado polimorfica por lo cual es utilizada para
estudios que incluyen andlisis filogenéticos y taxondémicos. Debido a la alta
variabilidad de los fragmentos se usa para estudios a nivel de especies y géneros
proximos. El espaciador interno ITS1 es una region no codificante que se encuentra
entre los genes 18S y 5.8S del ADNr. Sus regiones variables han sido de gran

utilidad para estudiar las relaciones filogenéticas entre especies®’.
3.4.3.1.2 Regidn grande de la subunidad de ARNr (LSU)

Actualmente se usan multiples regiones de los genes de ARNr de hongos
para estudiar la taxonomia y diversidad en hongos. La subunidad grande (LSU) del
ribosoma, esta compuesta por dos regiones hipervariables, denominadas D1y D2,
gue son flanqueadas por regiones altamente conservadas en gran proporcion en los
hongos. Este gen proporciona un marcador molecular ampliamente usado para la

identificacion de levaduras®®.
3.4.3.1.3 Gen de la segunda subunidad mayor de la ARN polimerasa

Este gen codifica para la segunda subunidad mayor de la enzima ARN
polimerasa Il, involucrada en la reparacion y participacidon en la sintesis de
precursores de ARN mensajero y microARNS; este gen es adecuado para el estudio
filogenético y taxondmico gracias a su facil alineamiento y analisis entre especies
que estan estrechamente relacionadas, presenta una copia dentro del genoma o

multiples copias idénticas®®.
3.4.3.3 Deteccion por PCR

La llegada de las técnicas moleculares como PCR, han sido de gran utilidad
para la identificacion de especies de Malassezia. A partir de muestras de escamas

de piel humana, se ha podido hallar la deteccion de distintas especies de
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Malassezia. Técnicas como PCR multiplex han podido amplificar a partir de una

muestra la presencia simultanea de varias especies®°.

Y métodos como PCR en tiempo real que permiten detectar y cuantificar el
ADN amplificado, para tener un aproximado de las especies de Malassezia en la

piel humana®.

Diferentes técnicas basadas en PCR, donde se pueden comparar los
patrones de bandas por ejemplo RAPD (Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico),
AFLP (Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados), PCR-RFLP
(Reaccion en cadena de la polimerasa con andlisis del polimorfismo de los
fragmentos de restriccion)®> ©; estas técnicas han permitido identificar la variabilidad

intraespecifica dentro de la misma especie de M. furfur®.
3.5 Tratamiento

Para el tratamiento en pacientes con patologias causadas por Malassezia,
actualmente son administrados medicamentos de clase azoles como: fluconazol,
ketoconazol, itracoazol, voriconazol, antifingicos que intervienen en la sintesis del
ergosterol el principal componente de la membrana celular de la levadura, mediante
la inhibicién del citocromo P450-3-A de la célula fungica, debido a la inactivacién de
la enzima C-14-a-dimetilasa,. En los casos de fungemia, es utilizada la anfotericina
B, de estructura polieno, que tiene la capacidad de unirse al ergosterol de la
membrana de la levadura, promoviendo la formacién de poros que alteran la
permeabilidad de la membrana, perdiendo proteinas, glucidos y cationes, causando

la muerte celular?®.
3.6 Pruebas de sensibilidad in vitro

Las pruebas de sensibilidad in vitro han permitido evaluar la sensibilidad y/o
resistencia tanto de hongos levaduriformes como filamentosos a los distintos

farmacos disponibles en el mercado. Actualmente, existen diversas metodologias
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estandarizadas por el Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) y el European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), los cuales se
encuentran descritas en protocolos disponibles en el mercado. Por ejemplo, el CLSI
para hongos levaduriformes como Cryptococcus y Candida ha desarrollado diversos
test como: la microdilucibn en placa descrita en el Documento M27-A3)
macrodilucion (Documento M27-A3), y el método de difusién en disco (Documento
M44-A%2 63, 64 | os resultados de los tests de sensibilidad antifingica se
proporcionan en términos de concentracion minima inhibitoria (MIC; la dilucion mas
baja de antifungico que es capaz de inhibir en gran medida el crecimiento del hongo
en estudio) o en términos de concentracion minima efectiva (MEC; la dilucibn mas
baja del antifingico capaz de provocar alteraciones estructurales evidentes en el

hongo en estudio) 5 ©°,

Sin embargo, pese a los altos niveles de estandarizacion y reproducibilidad
de estas técnicas, en la actualidad no esta estandarizado un protocolo para el
montaje de pruebas de sensibilidad in vitro del género Malassezia. Por lo cual,
usualmente se utilizan métodos estandarizados como microdilucion en placa para
levaduras 62, con modificaciones. Dentro de las principales modificaciones de este
protocolo, se encuentra la suplementacion del medio RPMI 1640 con componentes
lipidicos, tiempo de incubacién y preparacion del inoculo. No obstante, se ha
demostrado en diferentes estudios que el medio RPMI 1640 no es 100% Optimo
para la evaluacion de la sensibilidad antifangica in vitro de especies de Malassezia,
proponiendo nuevos medios suplementados con lipidos como el caldo urea
Christensen (CUB), y el caldo Sabouraud con dextrosa (SDB), los cuales han
demostrado ser mas eficientes. Ademas, la diferencia en la temperatura de
incubacion para levaduras como Candida spp., es de 37°C y para Malassezia es de
330(:67, 68, 69_

3.7 Inhibidores

3.7.1 L-Lisina
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Es un aminoacido necesario y esencial para sintetizar proteinas, como
también para el metabolismo de carbohidratos y de lipidos. Los animales no tienen
la capacidad de sintetizarlo, por lo cual es uno de los aminoacidos estrictamente
esencial. En microorganismos la lisina se sintetiza a partir de acido aspartico. En
naturaleza quimica actia como una base, por lo que su cadena lateral contiene un
grupo amino que por lo general actia en los puentes de hidrogeno y como base
general en catdlisis. Ese grupo amino provee carga positiva a las proteinas, es

acetilable por enzimas como las acetiltransferasas’®.

En un estudio previo de Triana et al., L-Lisina ha sido postulado como un
posible candidato de inhibiciébn de levaduras del género Malassezia, L-lisina es
capaz de retroalimentar la homocitrato sintasa e inhibir competitivamente la
actividad de dicha enzima que actla normalmente en el metabolismo de la
produccion de biomasa de M. pachydermatis CBS 1879 y M. furfur CBS 1878 1,
La homocitrato sintasa se encarga de catalizar la primera reaccién de la ruta
metabdlica del a-aminoadipato, que tiene como objetivo final la produccién de

aminoécidos para el crecimiento del microorganismo.
3.7.2 L-Treonina

L-treonina es otro de los amino&cidos estrictamente esenciales para los
humanos. En microorganismos L-treonina, es sintetizada a partir del &cido aspartico
por la via a-Aspartil-semialdehido y homoserina’?. L-treonina ha sido probado como
inhibidor al actuar sobre la enzima homosiderina deshidrogenasa, es uno de los
productos finales en la via metabdlica de aspartato de la sintesis de aminoacidos,
actlia como inhibidor en la retroalimentacion de la via sobre las enzimas aspartato
guinasa y homosiderina deshidrogenasa, se entiende que al ser el producto final de
la ruta puede actuar sobre estas enzimas y ser capaz de parar la via metabdlica e

interrumpir todo el proceso, evitando la produccion de cualquier producto de la
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En estudios anteriores se ha demostrado que la inhibicién de la Homosiderina
deshidrogenasa afecta la adhesién celular y el producto de aminoacidos en los
hongos, lo que alteraria la patogenicidad y virulencia del hongo al no tener

produccion de aminoéacidos esenciales para esto’®.
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4.  DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de investigacion
Este estudio de investigacion es cuantitativa descriptiva.
Universo

Coleccion fangica del Grupo de Investigacion Celular y Molecular de
Microorganismos Patogenos (CeMoP) de la Universidad de los Andes, Colombia.

Poblacién

Cepas de Malassezia conservadas en -80 del grupo de investigacion CeMoP.
Muestra

Cepas identificadas previamente como Malassezia furfur atipica (Tabla 2).

Cepas de referencia M. furfur (CBS 7019, 1878, 6094, 7982), y Candida spp (ATCC
6258, 22019).

Aminoécidos candidatos a inhibidores: L-lisina (Sigma—Aldrich, United States) y L-
treonina (Sigma—Aldrich, United States)

4.2 Hipotesis

“Las cepas con patrén atipico de M. furfur pueden ser consideradas como nueva

especie.”

“Los aminoé&cidos L-lisina y L-treonina, pueden considerarse como posibles

inhibidores para estas cepas atipicas y las cepas de referencia.”
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4.3 Variables e Indicadores

Tabla 1. Variables e indicadores del estudio.

VARIABLE INDEPENDIENTE

VARIABLE DEPENDIENTE

INDICADOR

-Cepas de M. furfur atipica.
-Pruebas fenotipicas y
bioquimicas.

-Extraccién y amplificacion del
ADN.

-Obtencién de la
caracterizacion fenotipica y
molecular de las cepas de M.
furfur atipica.

-Obtencién de la
caracterizacion fenotipica y
molecular de las cepas de M.
furfur atipica.

-Secuencias de genes ITS,
LSU y RPB2 de las cepas de
referencia Malassezia y
Malassezia furfur atipica.
-Alineamientos multiples de
los genes secuenciados.

-Filogenia de las cepas de

referencia de Malassezia y M.

furfur atipica.

-Cepas de M. furfur atipica
considerada como nueva
especie o corresponde
filogenéticamente a la especie
M. furfur.

-Cepas de M. furfur atipica.
-Concentraciones deseadas
de los posibles inhibidores L-
lisina y L-treonina.

-Actividad antifungica frente a
las cepas de M. furfur atipica.

-Inhibicién o crecimiento frente
a los candidatos como
inhibidores L-lisina y L-
treonina frente a las cepas
control y cepas de M. furfur
con patrén atipico.
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4.4 Técnicay procedimientos

A continuacion, se describen y explican los métodos que fueron usados para cumplir

con los objetivos propuestos en este estudio.

Amplificacion de DNA

Secuenciacion de genes:

ITS, LSU, RPB2

Verosimilitud maxima

Andlisis filogenético

Figura 1. Esquema general de la metodologia del estudio.
4.4.1 Origen de los aislados

Un total de 12 cepas de Malassezia fueron incluidas en este estudio, todas
estas pertenecientes a la micoteca del Grupo de Investigacion Celular y Molecular
de Microorganismos Patogenos (CeMoP) de la Universidad de los Andes. Del total
de cepas incluidas, cuatro correspondian a aislados de M. furfur de referencia de la
coleccion del Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Utrecht, Holanda) y ocho de
M. furfur atipica (Con patron de Tween desconocido), previamente aisladas en otros
estudios? (Tabla 2). Las cepas se encontraban previamente conservadas en medio
Skim Milk al 10%a una temperatura de -80 °C’’.Para la activacion, las cepas fueron
retiradas del ultracongelador (-80 °C), y sembradas en placas de agar Dixon
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modificado (Dixonm) (3.6% de extracto de levadura, 2.0% oxgall desecada, 1.2%
agar, 0.6% peptona, 0.2% glicerol, 1.0% Tween 40, 0.2% &cido oleico)?.

Posteriormente, se incubaron a 33 °C durante 5-7 dias.

Tabla 2. Cepas de Malassezia furfur incluidas en este estudio.

Cepa Origen Referencia
CBS 7019 Humano V. K. Hopsu-Havu
CBS 1878 Humano (Finlandia) R. W. Benham
CBS 7982 Humano (Francia) E. Guého, 1995
CBS 6094 Humano (Estados Unidos) F. Keddie

MTB* Desconocido T. Boekhout, 2000
45.1 PV* Humano, (Colombia) Rincén, 2005

45.1* Humano, lesiones de Pitiriasis Rincén, 2005

Versicolor (Colombia)
1828 PV (INS)* Humano, lesiones de Pitiriasis Rincoén, 2005
Versicolor (Colombia)

39C1* Humano, individuos sano (Colombia) Rincén, 2005

28A1* Humano, individuos sano (Colombia) Rincoén, 2005

13MC* Humano, individuo sano (Colombia) Rincén, 2005

4DS* Humano, lesiones de Dermatitis Rincén, 2005

seborreica (Colombia)

*Cepas de Malassezia furfur con patrén de asimilacién de Tween atipico
4.4.2 Pruebas fenotipicas y fisiol6gicas

A partir de las cepas aisladas se realizaron las pruebas fenotipicas y
fisiolégicas. La prueba de catalasa en lamina con una gota de peréxido de
hidrogeno®3 y el frotis en lamina para tincién de Gram, tomando directamente de las
colonias; ademas de la siembra directa en agar Triptéfano por duplicado para cada
cepa®*. Se realizaron suspensiones de levadura en tubos con 5ml de agua destilada
a una escala de 0.5 Mc Farland. Se adicionaron 500 ul de solucion de cada
Malassezia mas agua destilada a una concentracion de 0.5 en la escala de Mc
Farland, a una caja de agar Sabouraud suplementado con 10 % Tween 20 y 500 pl

de dicha solucion en una caja de agar Sabouraud suplementado con 0.1% Tween
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8020,

Se adicionaron 3 ml de la suspension a un tubo con agar Sabouraud (18 ml),
en estado liquido, se homogenizaron las muestras y se sirvieron en placas de Petri
estériles. Luego de la solidificacion con un sacabocado fueron retirados 5 pozos en
cada placa, se adicionaron 5 pl de cada Tween y en el pozo del centro el Cremophor
EL. También se inocularon tubos con agar Sabouraud (8 ml), agar bilis esculina (8

ml) y dos asadas para los tubos con caldo urea (5 ml) 53 55,

Las cajas de agar triptéfano fueron incubadas a una temperatura de 37 °Cy
42 °C durante tres semanas revisandolas cada siete dias, las demés placas y tubos

se incubaron durante cinco dias a una temperatura de 33 °C>*.
4.4.3.1 Extraccion de ADN

Para la obtencion de ADN nuclear, los aislados se cultivaron en placas de en
agar Dixonm durante 4 a 5 dias a 33 °C. Posteriormente, se transfirieron a tubos
Falcon de 5 mL mediante el raspado superficial de la colonia, para realizar el
proceso de liofizacion. EI ADN se extrajo mediante el método de fenol-cloroformo’8,

el protocolo de extraccion se describe en el Anexo 1.
4.4.4 Amplificacion por PCR convencional

La caracterizacion molecular se realizd mediante la amplificacion y
secuenciacion de tres diferentes marcadores genéticos: ITS, LSU, y RBP2. Los
cebadores y programas de amplificacion se detallan en las Tablas 3 y 4. Las
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en un volumen final de
25 ul, que contenian 1 pl de ADN (150 ng/ ul), 2.5 ul de Buffer de Taq 10x, 2 ul de
MgClz, 0.5 pl de dNTPs, 0.5 ul de Primer reverse (0.5 uM), 0.5 pl de primer forward
(0.5 pM), 0.2 pl de Tag-polimerasa, 0,4 ul de DMSO, 17.4 ul de agua de PCR

(TermoFisher). El termociclador usado para las amplificaciones fue C1000 Bio-Rad)
79
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Tabla 3. Programas y ciclos térmicos utilizados para la amplificacion.

Locus | Cebador Direccion Secuencia del Cebador Tamafio Referencia
del
amplicon
ITS ITS1 Forward TCC GTA GGT GAA CCT GCG White et
yLSU G al. 199080
LR5 Reverse TCC TGA GGG AAACTT CG 1500 pb Vilgalys &
Hester, 199081
RPB2 5F Forward GAY GAY MGW GAT CAY TTY Liu et al.
GG 199982
7CR Reverse CCCATRCGCTTG YTT RCC 1200 pb
CAT
Desnaturali- Desnaturali- Elongacion
Gen zacion Ciclos - Anillaje | Elongacioén .
S zacion Final
inicial
10 94°C,30s 5g0 g 71220(35
ITS, LSU 94 °C, 3 min — ~
34 94°C,30s 52 °C, 72°C,
' 60 s 120 s 72 °C,
10 | 94°c,30s 530 g 71220(35’ 10 min
RPB2 94 °C, 3 min — ~
34 94°C,30s 52 °C, 72°C,
’ 60 s 120 s

Tabla 4.Cebadores utilizados para la amplificacién y secuenciacion®.

Para la visualizacion de los productos de amplificacion se realiz6 mediante
electroforesis convencional en gel de agarosa al 1 %. Para lo cual se utilizaron 2 pl
de los productos de PCR, mezclado previamente con Buffer de Carga al 6X (ADN
loading, Thermo Scientific). Se us6 como marcador de peso molecular 2 log-ADN
ladder 1kb (Bio Labs). Las electroforesis fueron programadas durante 30 minutos a
100 Voltios. Los geles fueron fotografiados en el Fotodocumentador Chemidoc MP
(Bio-Rad).

4.4.5 Secuenciacion

Finalmente, los productos de la PCR se enviaron para su purificacion y
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secuenciacion en ambas direcciones (forward y reverse) al laboratorio de
secuenciacion de la Universidad de los Andes, utilizando los mismos pares de

cebadores empleados para su amplificacion.
4.4.6 Ensamblaje de secuencias

Los electroferogramas de las secuencias obtenidas (Forward y Reverse) se
revisaron visualmente para determinar la calidad de las mismas. El ensamblaje de
las secuencias y la obtencion de las secuencias consenso se realizo utilizando el

programa Geneious Trial, versién 11.1.5)8.
4.4.7 Alineamientos multiples

Se realizaron alineamientos individuales con cada uno de los genes
amplificados, incluyendo nuestras secuencias y secuencias de las cepas de
referencia de las especies aceptadas para Malassezia, ademas de incluir
secuencias de referencia de otras cepas filogenéticamente relacionadas (Ustilago
maydis). Fueron tomadas las secuencias del gen 5.8, la region ITS2, 28S y el gen
RPB2 del Genbank (www.ncbi.nim.nih.gov/genbank), de las cepas tipo de las 18
especies descritas actualmente. Los alineamientos fueron realizados utilizando el
algoritmo Clustalw& incorporado en la plataforma Molecular Evolutionary Genetic
Analysis (MEGA) version 7.0% y refinados usando el algoritmo Multiple Sequence

Comparison by Log-Expectation incluido en la misma plataforma®®.

4.4.8 Analisis filogenético

Las reconstrucciones filogenéticas para cada gen y para los alineamientos
concatenados se realizaron utilizando el método de Maxima verosimilitud (ML) 8.
Los andlisis de ML se llevaron a cabo utilizando el software MEGA en su version
7.0., con el uso de 1000 iteraciones, donde valores de Bootstrap (bs) 270% fueron

considerados estadisticamente significativos. La seleccion del modelo de

45



sustitucion nucleotidica mas apropiado para cada gen se realizd utilizando la
herramienta Find Best DNA/Protein Model incluida en el software MEGA para ML o,
en su defecto®,

4.4.9 Pruebas de sensibilidad antifungica in vitro

La evaluacion de la sensibilidad antifungica in vitro de las 12 cepas se evalu6
para los inhibidores Lisina y Treonina, usando como control de las técnicas la
Anfotericina B. Para tal fin, se siguio los protocolos: microdilucién en placa descrito
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en el documento M27-A3
(CLSI 2008)82, la macrodiluciéon descrita en el mismo documento, y la difusién en
agar M44A%4, con modificaciones. Los rangos de concentraciones de los inhibidores
ensayados en microdiluciéon en placa fluctuaron entre 0,03—-16 ug/mL, para
macrodilucion entre 40-160 ug/mL. Las concentraciones evaluadas en los

sensidiscos fueron de 20-160 pg/mL.

4.4.9.1 Preparacion del inoculo y técnica de microdilucion en microplaca

Para la preparacion de los inéculos, los aislados en estudio se sembraron en
agar Dixonm y se incubaron a 33 °C durante 4- 5 dias Posteriormente, se tomaron
aproximadamente tres colonias con la ayuda de un asa, y la masa fangica obtenida
se suspendio en agua destilada mas Tween 80 al 0.5%, el cual se filtr6 mediante
una gasa estéril de forma sucesiva para eliminar los restos de levaduras. Las
suspensiones de levaduras se cuantificaron a través de recuento en camara de
Neubauer y se ajustaron a una concentracion de 3 x 10° — 4 x 10° levaduras/mL
mediante dilucion (factor de dilucién 1/50) en medio de Urea suplementado (Tween
40 0.5% y Tween 80 0.1%). Las suspensiones de levaduras se inocularon en
microplacas de 96 pocillos, las cuales contenian los antifingicos a ensayar. Las
microplacas se incubaron en la oscuridad, sin agitacion, a 35 °C durante 24-48
horas.

La lectura de la sensibilidad para las microplacas se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas

de incubacion el pardmetro evaluado era la concentracion minima inhibitoria (CMI).
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Este parametro se define como la minima concentracion de antifingico que es
capaz de conseguir el 100% de inhibicién del crecimiento del hongo en el caso de
Anfotericina B. Para los inhibidores se evalué la concentracion del inhibidor que era
capaz de conseguir el 50% de inhibicién del crecimiento de las levaduras. Las
lecturas se llevaban a cabo visualmente con ayuda de un espejo invertido. Los
perfiles de sensibilidad antifungica in vitro siempre se realizaron por duplicado. Para
el control de calidad de las pruebas, se utilizaron las cepas de Candida krusei ATCC
6258, Candida parapsilosis ATCC 22019.

4.4.9.2 Preparacion de las diluciones del antifiingico y de los inhibidores

La preparacion del antifungico (Anfotericina B), los inhibidores, y el protocolo

de sensibilizacion de las microplacas se detalla en el anexo 2.
4.4.9.3 Técnica de Macrodilucion

Se probaron los dos inhibidores (L-lisina y L-treonina) a concentraciones mayores a
las usadas en la microdilucion. Las concentraciones evaluadas fueron 160 ug/ml,
80 ug/mly 40 ug/ml. Como los inhibidores eran solubles en agua se realiz6 en tubos
de 20 ml con un volumen final de 10 ml (Caldo urea mas volumen del inhibidor).
Todas las cepas fueron evaluadas. El inoculo utilizado fue el mismo que se usé para
el montaje de las placas de microdilucion. A continuacion, en la figura se explica el
procedimiento realizado. Las lecturas se realizaron a las 24, 48 y 72 horas como

lectura final, se incubaron a 33 °C.

a7



Solucién Madre

1600 ug/ml

1 ml Inhibidor 0.5 ml Inhibidor 0.25 ml Inhibidor

Tl

160 ug/ml 80 ug/ml 40 ug/ml  Control de Crecimiento
9 ml Urea 95mlUrea 9.75mlUrea 10 ml Urea

5uL 5puL 5uL 5puL

Inoculo McFarland 0,5

~ BACURCm)

Figura 2. Técnica de macrodilucion de L-lisina y L-treonina.
3.4.9.6 Difusién de disco en agar Dixonm

A partir de la solucién stock de los inhibidores (1600 ug/ml) se realizaron
diluciones para obtener concentraciones de 160 ug/ml, 80 ug/ml, 40 ug/ml y 20
ug/ml, para sensibilizar con 10 yl de cada concentracién de L-lisina y L-treonina

sensidiscos estériles.

Se sumergid una torunda de algodon en la suspension del inoculo
previamente usado en las técnicas de micro y macrodiluciéon 3x10°UFC/ml, fue
retirado el exceso de liquido rozando la torunda con las paredes del tubo, luego se
sembr¢ la placa masivamente. Se dejaron secar las placas durante 3 minutos y

posteriormente se colocaron los sensidiscos®.
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Se inocularon dos placas de agar Dixon para cada cepa, una incluia los
sensidiscos de L-lisina y la otra los sensidiscos de L-treonina; como control positivo
de inhibicién se usaron sensidiscos comerciales de voriconazol 1 ug (BD BBL).
Fueron agregados los 4 sensidiscos de cada inhibidor y el antifungico (Voriconazol).
La temperatura de incubacion fue de 33 °C, las lecturas se realizaron cada 24 horas
por dias 3 dias (24, 48 y 72 horas de inoculadas).
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacién morfoldgicay fisioldégica

Un total de ocho cepas identificadas previamente como M. furfur atipica
fueron incluidas en este estudio y cuatro cepas de referencia de M. furfur, se realizo
la caracterizacion morfolégica y fisiolégica. Todas las cepas presentaron
caracteristicas macro y micromorfologicas similares (Tabla 5). Macroscopicamente
en Agar Dixonm las colonias se caracterizaron por ser umbonadas, opacas y secas.
A nivel microscépico con tinciébn de Gram, se observaron blastoconidias en forma
de botella con un extremo redondo y otro romo, con gemacion unipolar de las cepas

de M. furfur evaluadas.

Tabla 5. Morfologia micro y macroscopica en Agar Dixonm

Cepa

Colonia Microscdpica

Colonia Macroscopica

M. furfur CBS
7019

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y cremosa,
de color crema

M. furfur CBS
1878

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y cremosa,
de color crema

M. furfur CBS
7982

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y cremosa,
de color crema

M. furfur CBS
6094

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y cremosa,
de color crema

M. furfur MTB

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema

M. furfur 45.1 PV

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema

M. furfur 45.1

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema

M. furfur 1828 PV
(INS)

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema

M. furfur 39C1

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema

M. furfur 28A1

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema

M. furfur 13MC

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema

M. furfur 4DS

Blastoconidias en forma de botella,
unigemantes

Colonia umbonada, opaca y seca, de
color crema
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Fisiolégicamente, todas las cepas fueron capaces de descomponer el
perdxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno (H20 + O3), siendo catalasa
positiva. Igualmente, las cepas tuvieron la capacidad de hidrolizar el nitrogeno de la

urea en moléculas amoniaco y anhidrido carbénico (Figura 3).

Figura 3. Pruebas ureasa positiva en las cepas de M. furfur.

- Y

las cepas de referencia

Respecto a Ia asiilacé de acidos gasos,
presentaron los resultados esperados para M. furfur, asimilaron todos los reactivos
quimicos (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 y Cremophor); de igual forma
el crecimiento en los medios con agar Sabouraud suplementados con Tween 20 al
10% y Tween 80 al 0.1%, no obtuvieron variaciones ni cambios respecto al estudio
ya realizado con estas cepas (Tabla 6). En la figura 4 se pueden observar los
patrones de asimilacion de las cuatro cepas de referencia de M. furfur. La cepa M.
furfur CBS 6094 es la Unica cepa de referencia con un patron de asimilacién de

Tween similar al de las cepas atipicas, esta cepa solo asimila Tween 80.
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Cepas Asimilacion de: B- |Sab. con|Sab. con|A. Triptofano| A. Dixon Catalasa A Ureasa
P T20|T40|T60| T80 | Cre |Gluco.|10% T20|0.1% T80] 37 °C [42°C|37°C|40°C Sab.
M. furfur + . . . . . . . N . R .
CBS 7019 B h -
M. furfur I I R R . . N R R R .
CBS 1878 B N -
M. furfur CBS R I I R I } . . + _ + + + - +
7982
M. furfur CBS | ) I T B R i _ R + + + - +
6094
M. furfur MTB*| - + + | ++ | + - - + + - + + + - +
M. furfur 45.1 ) + N i i N N i R R R ] .
PV*
M. furfur 45.1%| - + |+ || - - - + + - + + + - +
M. furfur 1828 . N o . . . R R .
PV (INS)* ) B B h -
M. furfur 39C1*| - + + | ++ | + - +/- + + - + + + - +
M. furfur 28A1*( - + |+ ||+ - + + + - + + + - +
M. furfur 13MC* - + + | ++ | + - - + + - + + + - +
M. furfur 4DS*| - + + | ++ - - - + + - + + + - +

Tabla 6. Caracteristicas fisioldgicas de las cepas Malassezia furfur incluidas en este

estudio. * Cepas con patrén atipico.

2

@ &

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

Figura 4. Patrones de asimilacion de Tween y Cremophor de cepas de referencia
de M. furfur.
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De las cepas consideradas como atipicas, en ninguna se observo asimilacion
de Tween 20, en contraste lograron asimilar Tween 40 y Tween 60, pero se
evidencio poco crecimiento comparandolo respecto a la asimilaciéon de Tween 80
en donde todas las cepas lograron asimilarlo en mayor proporcion a diferencia de
los otros Tween evaluados. Sin embargo, este patron no esta asociado a alguna
especie descrita actualmente. Se observo un patron de asimilacion particular en las
cepas M. furfur 39C1y M. furfur 13MC, se diferenciaron de las demas cepas porque
no lograron asimilar totalmente Tween 40 y 60, y se evidencio inhibicion en lo mas

proximo al pozo y luego un delgado halo de crecimiento (Figura 5).

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

A o ® O

M. furfur 39C1 M. furfur 28A1 M. furfur 13MC M. furfur 4DS

Figura 5. Patrones de asimilacion de Tween y Cremophor cepas atipicas de M.

furfur.

Las cepas de referencia de M. furfur demostraron crecimiento en las placas con
agar Sabouraud suplementado con 10% de Tween 20 y 0.1% de Tween 80, de la
cepa M. furfur CBS 6094 Unicamente se observo crecimiento en la placa

suplementada con 0.1% de Tween 80 (Figura 6).
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Sab. + 0.1% T80

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

Figura 6. Crecimiento de M. furfur en agar Sabouraud con 10% de Tween 20y 0.1%

de Tween 80.

Respecto a las cepas atipicas M. furfur 1828 PV (INS), M. furfur 39C1, M. furfur
28A1 tuvieron un comportamiento diferente al obtener un crecimiento variable en la
placa con agar Sabouraud con 10% de Tween 20, que no se correlaciona con las
pruebas de asimilacion de Tween. Aunque no es masivo el crecimiento comparado
con el de las cepas de referencia de M. furfur, se logra observar algo de crecimiento

en la placa (Figuras 7 y 8).

Sab. + 10% T20
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0
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=
-
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+
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M. furfur 39C1 M. furfur 28A1 M. furfur 13MC M. furfur 4DS
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Figura 7. Crecimiento de M. furfur atipicas en agar Sabouraud con 10% de Tween
20y 0.1% de Tween 80.

Sab. + 10% T20

o
@
|—
*
-
c
+ -
g
©
n

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

Figura 8. Crecimiento de M. furfur atipicas en agar Sabouraud con 10% de Tween
y 01% de Tween 80.

En el medio triptéfano a una temperatura de 42 °C, ninguna de las cepas evaluadas
logré crecer ni producir pigmento. Todas las cepas excepto M. furfur CBS 6094
tuvieron la capacidad de producir pigmento y crecer satisfactoriamenteen el medio
a la temperatura de 37 °C (Figuras 9, 10y 11).
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Trip. 37 °C

Trip. 42 °C

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

M. furfur CBS 6094

Figura 9. Crecimiento y produccion de pigmento en agar triptéfano, cepas de
referencia de M. furfur.

- = e

Trip. 42 °C
ot

M. furfur MTB M. furfur 45.1 PV M. furfur 451 M. furfur 1828 PV (INS)

Figura 10. Crecimiento y produccion de pigmento en agar triptéfano, de las cepas
de M. furfur MTB, M. furfur 45.1 PV, M. furfur 45.1, M. furfur PV (INS).
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M. furfur 39C1 M. furfur 28A1 M. furfur 13MC M. furfur 4DS

Figura 11. Crecimiento y produccién de pigmento en agar triptéfano, de las cepas
M. furfur 39C1, M. furfur 28A1, M. furfur 13MC, M. furfur M. furfur 4DS.

5.2 Identificacién molecular

El ADN obtenido en la extraccion fue tratado con RNAsa. Se obtuvieron
resultados optimos en la extraccion de ADN, con una concentracion entre 150 ng/pl
y 2000 ng/ul de ADN de buena calidad. Se ajustaron las concentraciones del ADN

de todas las cepas a 150 ng/ul para su amplificacion.

La identificacion molecular se llevd a cabo mediante la amplificacion y
secuenciacion de los genes en interés (ITS, LSU y RPB2) y su visualizacion en la
electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente los amplificados de los genes
fueron secuenciados por el método de Sanger, se visualizé su calidad en los
electroferogramas de las secuencias obtenidas para su ensamblaje. Se realizaron
alineamientos individuales de las secuencias de los genes amplificados de las cepas
ensayadas en este estudio y secuencias de las cepas de las especies aceptadas
para Malassezia, obtenidas del Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).
Posteriormente se realiz6 su analisis filogenético por medio de las reconstrucciones

filogenéticas para cada gen de cada cepa.
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5.2.1 Amplificacién por PCR convencional

Respecto a los productos de amplificacion obtenidos para las regiones utilizadas,

obtuvimos un tamafio de amplicon aproximadamente de 1500 pb para las regiones
ITS1, 5.8S, ITS2 y un fragmento del 28S (Figura 12). Para el gen RPB2 se
obtuvieron amplicones de aproximadamente 1200pb (Figura 13).

MPM 9 10 11 12 CN

10kb
3kb

1.5kb
1.0kb

0.5kb

0.1kb
Figura 12. Gel de agarosa 1.5% del producto de amplificacion de ITS y LSU. 1 kb
Plus DNA Ladder (100pb a 10kb), marcador de peso molecular. De todas las cepas
evaluadas se obtuvieron amplicones de alrededor de 1500pb.1. M. furfur CBS 7019,
2. M. furfur CBS 1878, 3. M. furfur CBS 7982, 4. M. furfur CBS 6094, 5. M. furfur
MTB, 6. M. furfur 45.1 PV, 7. M. furfur 45.1, 8. M. furfur 1828 PV (INS), 9. M. furfur
39C1, 10. M. furfur 28A1, 11. M. furfur 13MC, 12. M. furfur 4DS.
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MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 CN

Figura 13. Gel de agarosa 1.5% del producto de amplificacion del gen RPB2. 1 kb
Plus DNA Ladder (100pb a 10kb), marcador de peso molecular. De todas las cepas
evaluadas se obtuvieron amplicones de aproximadamente de 1200pb. M. furfur CBS
7019. 2. M. furfur CBS 1878, 3. M. furfur CBS 7982, 4. M. furfur CBS 6094, 5. M.
furfur MTB, 6. M. furfur 45.1 PV, 7. M. furfur 45.1, 8. M. furfur 1828 PV (INS), 9. M.
furfur 39C1, 10. M. furfur 28A1, 11. M. furfur 13MC, 12. M. furfur 4DS.

El andlisis de secuencias de los marcadores ITS y LSU nos permitié confirmar que
tenian porcentajes de similitud superiores a 99% con secuencias de M. furfur
depositadas en el Genbank. Un analisis adicional (Figura 14) se realiz6 con las
secuencias de RPB2. En este se puede observar que nuestros aislamientos
formaron un clado bien soportado (98% bs) con cepas de referencia de M. furfur;
pero se observo la formacion de un clado dentro del complejo (100% bs) el cual
agrupo a los aislamientos de M. furfur atipica. Un analisis de distancia filogenética

reveld una distancia de aproximadamente 6% entre los dos clados.
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Malassezia spp.
RPB2 - 946 pb
ML- 1000 Boostrap
T92 G+l

M. furfur complejo

10018

13MC
28A1
20
39C1
4DS
10121

| |45 1PV
16

100

1828PV

M. furfur atipica

M furfur 6094

M furfur 7982
M. furfur CBS
100

M. furfur CBS 1678
M. japonica CBS 9431

M. vespertilionis NWHC 44797-103
| M. yamatoensis CBS 9725

100! g yamatoensis 9726
M. globosa CBS 7966
M. restncta CBS 7877

M. sympodialis CBS 8334

M. nana CBS 9558

M. equina CBS 9969
= M caprae CBS 10434
i M. dermatis CBS 9169

U. maydis CBS 504.76 (outgroup)

Figura 14. Arbol filogenético construido con verosimilitud, se incluyen las especies
de Malassezia, inferido con las secuencias de RPB2. Las longitudes de las ramas

son proporcionales a la distancia filogenética. Soporte Bootstrap superiores a 70 se

CLADO A

CLADO B

indican en los nodos. El arbol esta enraizado con U. maydis CBS 504.

5.3 Pruebas de sensibilidad antifungica in vitro

Para la sensibilidad antifungica in vitro se evaluaron las dos candidatos
(Lisina y Treonina) como inhibidores y un Antifungico de uso comercial frente a las
doce cepas en las pruebas de microdilucién y macrodilucién, para la prueba en

difusion de disco se us6 el antifiingico Voriconazol como control. Todas las pruebas

se leyeron después de 72 horas de incubacion a 33 °C.
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5.3.1 Técnica de microdilucion

Respecto a la técnica de microdilucion, las microplacas fueron sensibilizadas
con Anfotericina B, L-lisina y L-treonina, y se inocularon las cepas en el siguiente
orden como se describe en la tabla 7. De los pozos 1 al 10, se sensibilizaron las
microplacas a las concentraciones deseadas de 16 ug/pl — 0.03 ug/ul, el pozo 11
correspondia al control de esterilidad y el pozo 12 fue el control de crecimiento.

Tabla 7. Orden de inoculacién en las microplacas.

Bloque A Bloque B

Fila Cepa Fila Cepa

A | M. furfur CBS 7019 A | M. furfur MTB

B | M. furfur CBS 1878 B | M. furfur 45.1 PV

C |M. furfur CBS 7982 C |M. furfur 45.1

D | M. furfur CBS 6094 D |M. furfur 1828 PV (INS)
E |M. pachydermatis CBS 1879 E | M. furfur 39C1

F |M. furfur 4DS F [M. furfur 28A1

G |C. krusei ATCC 6258 G | M. furfur 13MC

H |C. parasilopsis ATCC 22019 H |C. krusei ATCC 6258

Todas las cepas ensayadas fueron sensibles frente a Anfotericina B, como
se puede observar en la tabla 8. Ademas, las cepas control de Candida se
encontraron en el rango de sensibilidad de la norma M27-A2 del CLSI®?; C.
parasilopsis ATCC 22019 0.5-4.0 pg/mly para C. krusei ATCC 6258 1.0-4.0 pg/ml2.

De las cepas de referencia, M. furfur CBS 7982 no se observo un crecimiento
en el control, pero en la concentracién de 16 pg/ml de las microplacas con lisina, se
obtuvo un crecimiento. Por lo tanto esta cepa se diferenciéo de las demas por

presentar un crecimiento heterogéneo en este método.

No se observo inhibicidn a ninguna concentracion de L-lisina y L-treonina en

las cepas evaluadas (Tabla 8).

Respecto a las cepas atipicas de M. furfur (45.1 PV, 45.1, 28Al), se

determind que tienen crecimiento heterogéneo a comparacion de las cepas de
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referencia. Cuatro de las cepas atipicas (MTB, 1828 PV, 39C1) no presentaron
crecimiento en las microplacas (Figuras 15, 16 y 17), pero en el control del inoculo

realizado en las placas de Dixon se observaron colonias incontables.

Al comparar el crecimiento entre las cepas de referencia con las cepas
atipicas de M. furfur, se observé una diferencia respecto al tamafio visualizado en

las microplacas. La cepa M. furfur 13MC solo presento crecimiento en el control en

la microplaca con L-lisina.
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Figura 17. Resultado de placas sensibilizadas con L-treonina e inoculadas con
Malassezia spp. y Candida spp.

Tabla 8. Sensibilidad in vitro de Malassezia spp. y Candida spp. a Anfotericina B, L-

lisina y L-treonina.

Cepa Antifangico CMI (ug/ml)
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

5.3.1 Técnica de macrodilucion

En la evaluacion de la técnica de macrodilucion a concentraciones mas altas:
160 pg/ml, 80 ug/mly 40 pg/ml, de los inhibidores (Lisina y Treonina), se evidencio
crecimiento en todas las concentraciones ensayadas de las cepas de referencia M.
furfur CBS 1878, M. furfur CBS 6094, M. furfur CBS 7019, M. furfur CBS 7982 M.
pachydermatis CBS 1879y C. krusei ATCC 6258 como control (Figura 18).

Las cepas atipicas de M. furfur demostraron un comportamiento diferente, ya
qgue en la lectura final a las 72 horas no se observd crecimiento, ni siquiera en el
control (medio sin inhibidor). Se leyeron 24 horas después (96 horas) y se logré ver

crecimiento en presencia de los inhibidores evaluados, pero en comparacion con
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las cepas de referencia de M. furfur, su crecimiento no se evidencio de igual modo,

lo que se correlaciona con los datos obtenidos en el ensayo de microdilucion.

Figura 18. Macrodilucién de L-lisinay L- treonlna A. M. frfur 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/pl de treonina y el ultimo tubo correspondia al control de crecimiento.

5.3.2 Técnica de difusién disco en agar Dixon

En la evaluacién de los inhibidores en sensidiscos a concentraciones de: 160 pug/ml,
80 ug/ml, 40 pg/mly 20 pug/ml en placas de agar Dixonm, medio éptimo para el
crecimiento de Malassezia, se obtuvo crecimiento de todas las cepas a todas

concentraciones evaluadas de los inhibidores.

Respecto a la difusion en disco en agar Dixonm, no se evidencio inhibicion a
ninguna concentracion de los sensidiscos sensibilizados con L-lisina y L-treonina.
Como control positivo de antifungico se usé Voriconazol 1 ug/ml (BD BBL), todas
las cepas fueron sensibles al antifingico excepto la cepa M. furfur CBS 1878 y M.
furfur 28A1, posiblemente el sensidisco no tuvo un buen contacto con la placa de
Dixonm (Figuras 19-22).
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M. furfur CBS 7019 M. furfur CBS 1878 M. furfur CBS 7982 M. furfur CBS 6094

Figura 19. Prueba de sensibilidad de L-lisina, difusion en agar Dixon de las cepas
de referencia de M. furfur.

M. furfur 45.1 PV

M. furfur 39CA1 M. furfur 28A1 M.> furfur 13MC M. furfu 4DS
Figura 20. Prueba de sensibilidad de L-lisina, en difusién en agar Dixon de las cepas

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

Figura 21. Prueba de sensibilidad de L-treonina, difusion en agar Dixon cepas de
referencia de M. furfur.

M. furfur 39C1 M. furfur 28A M. furfur 13MC M. furfur 4DS

Figura 22. Prueba de sensibilidad de L-treonina, difusién en agar Dixon. M. furfur
45.1; M. furfur 1828 PV (INS); M. furfur 39C1; M. furfur 28A1; M. furfur 13MC; M.
furfur 4DS.
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6. DISCUSION

En este estudio, se confirmé el patron atipico de las cepas estudiadas con
algunas variaciones. Mediante los andlisis filogenéticos con ITS y LSU se confirmé
la posicion taxondmica de los aislados dentro del clado del complejo de especies de
M. furfur. Un analisis adicional con la region de RPB2 mostré que nuestros aislados
corresponden a una especie potencialmente nueva para el género, al mostrar una
distancia filogenética de aproximadamente 6% respecto a la cepa tipo de M. furfur.
No se observo inhibicion del crecimiento con L-lisina y L-treonina en las técnicas de

sensibilidad antifangica in vitro, evaluadas en el estudio.

Las cepas de M. furfur atipica incluidas en este estudio, fueron caracterizadas
fenotipicamente en el estudio de Gonzalez et al.®, quienes reportaron la asimilacion
atipica de Tween 80. No obstante, con base en la implementacion de los mismos
acercamientos fisiolégicos y bioquimicos, encontramos diferencias relacionadas
con la asimilacion de Tween. Las cepas atipicas evaluadas, fueron capaces de
asimilar levemente Tween 40 (monopalmitato de polioxietilen (20)sorbitano) y
Tween 60 (monoestearato de polioxietilen(20)sorbitano), sin embargo mantuvieron
un fuerte patron de asimilacion del Tween 80 (monooleato de
polioxietilen(20)sorbitano). Adicionalmente, estas cepas mantuvieron la ausencia de
asimilacion de Tween 20 (monolaurato de polioxietilen(20)sorbitano) °. Estas
diferencias en los perfiles de asimilacion de Tween pueden ser debido a diversos
factores como variaciones relacionadas con la implementacién de la técnica,

variabilidad y plasticidad fenotipica 6 versatilidad metabdlica®® .

La técnica de asimilacion de Tween es un método estandar de identificacion
de especies de Malassezia. Sin embargo, no es un método estandarizado y es
dependiente del in6culo y de la difusion del Tween en el agar Sabouraud. La
interpretacion de esta metodologia esta sujeta al individuo que la esta evaluando y
con el incremento en el nimero de especies y la semejanza en los patrones de

asimilacion (por ejemplo M. furfur y M. yamotoensis entre otros), se hace
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indispensable incluir identificacion molecular para definir correctamente las
especies dentro de este género®’. Adicionalmente, la presencia de pequenias trazas
de lipidos, puede influir en la interpretacion de la prueba como ha sido sugerido por

otros autores34.

Estudios previos han descrito la presencia de otros fenotipos diferentes en
M. furfur con asimilacion atipica de Cremophor EL y aislamientos no lipido
dependientes, igualmente se ha descrito una amplia variabilidad a nivel macro y
microscopico. La presencia de estos fenotipos ha sido relacionada con la capacidad
de adaptacion de estas especies a su hospedero®® 92 93, Estas diferencias pueden
estar relacionadas con variabilidad metabdlica debido a cambios en el contenido
lipidico en las regiones anatdmicas que estas levaduras colonizan e incluso en la
adaptabilidad en los procesos de diseminacion en torrente sanguineo en las cuales

también pueden estar asociadas’#.

Estudios de reconstruccion metabdlica y balance de flujo demostraron la
amplia versatilidad metabdlica de este género y propusieron que estas variaciones
podrian explicar las diferencias en los perfiles de asimilaciéon de Tween. Dichos
estudios igualmente demostraron que M. furfur fue la Gnica especie capaz de usar
Tween 40 en contraste con la cepa atipica, debido probablemente a defectos en la

activacion del acido palmitico’.

La alta variabilidad en M. furfur puede estar relacionada también con
plasticidad fenotipica, la cual se refiere al conjunto de fenotipos que puede producir
un unico genotipo al estar expuesto a diferentes condiciones ambientales. Mallick
et al, describieron la plasticidad fenotipica en Candida spp, demostrando
caracteristicas diferentes en su virulencia con los ensayos in vivo realizados a
diferentes temperaturas en peces cebra, utilizaron estos peces como un modelo
para evaluar el sistema inmunitario frente a la infeccibn con Candida spp,
demostrando a que temperaturas mas altas de 30 °C y 33 °C, las células blancas

fueron mas virulentas que las células opacas a esa temperatura®.
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Como reportdé Gonzalez et al®., se obtuvo produccién de pigmento a una
temperatura de 37 °C, pero no a 42°C. M. furfur, es la Unica especie capaz de utilizar
el triptofano como fuente de nitrdgeno para su crecimiento en este medio y debido
a su metabolizacidén se produce el pigmento oscuro, lo cual esta correlacionado in
Vivo, a las lesiones caracteristicas en los humanos al producir hiperpigmentaciones
en la piel del huésped®*. La ausencia de crecimiento y formacién de pigmento a 42
°C puede estar relacionado con la presencia de un ambiente hostil para estas
levaduras. En Malassezia la temperatura 6ptima de crecimiento se ha descrito entre
32 — 34 °C, sin embargo recientemente se reportd la presencia de una nueva
especie M. vespertilionis la cual es capaz de crecer en rangos de temperatura entre
7 — 10 °C con una 6ptima de crecimiento de 24°C, lo cual denota la capacidad de
adaptacion de estas levaduras, sin embargo, el crecimiento disminuyo a

temperaturas superiores de 40 °C2° 92,

Pese a la variabilidad fenotipica en M. furfur y su relacién con la presencia de
aislamientos de M. furfur atipica, otros acercamientos sugieren la presencia de una
nueva especie, como son, la diferencia en el tamafio de los genomas, en el
contenido y metabolismo de lipidos y su modo de infeccién en el modelo murino”°.
El analisis multilocus propuesto en este estudio nos permitié confirmar que estos
aislamientos atipicos se encuentran filogenéticamente relacionados con el complejo
M. furfur. No obstante, aunque la regién ribosomal LSU no permitié resolver a M.
furfur atipica como una nueva especie, la secuencia de RPB2 puedes ser propuesto

como un marcador util para resolver nuevas especies dentro del género Malassezia.

En este sentido, Gonzalez et al., 2009 mediante el analisis de las secuencias
ITS, 5.8SyD1/D2 28S RNA no lograron resolver la posicion taxondmica de M. furfur
atipica, lo cual confirmamos en este estudio. Sin embargo, otros estudios sugieren
gue el andlisis de estas regiones ribosomales, en conjunto con la regién codificante
TEF1 (factor de elongacion 1), permitieron la diferenciacién entre M. restricta y M.
arunalokei y el reporte de esta Ultima como una especie nueva?. No obstante, a la

fecha el uso de genes codificantes dentro de la taxonomia del género no ha sido
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explorada para todas las especies. Uno de los marcadores propuestos es -tubulina
gue ha sido utilizado dentro de la evaluacion de diversidad intra especifica en M.
pachydermatis. Respecto al gen RPB2, aunque, no se ha utilizado totalmente
taxonomia de Malassezia, en la ultima especie aceptada dentro del género, M.
vespertilionis?®, se demostré su utilidad en la descripcion de nuevas especies. Por
otro lado, este gen ha sido propuesto previamente en otros géneros como un
marcador molecular con potencial para la identificacion de especies nuevas en
géneros como Penicillium, Talaromyces y Neocosmospora, ademas en estos
géneros se acepta que distancias filogenéticas superiores a 2% con genes

codificantes de proteinas son suficientes para la proposicion de especies nuevas®:
96, 97, 98

Por otro lado, en este estudio fue evaluada la actividad antifingica in vitro de
los posibles candidatos como inhibidores L-lisina y L-treonina, segun los resultados
obtenidos en los protocolos utilizados, ninguno de los candidatos demostro
inhibicién frente a las cepas de M. furfur de referencia, M. furfur atipica, M.

pachydermatis y Candida spp.

Previamente en un estudio realizado por Pascale et al., se demostrd
inhibicion de microorganismos como S. cerevisiae, C. neoformans, mediante
ensayos enzimaticos y cinética de inhibicion, ensayaron seis inhibidores de la
homosiderina quinasa, enzima implicada en la produccion de aminoacidos
necesaria para el crecimiento de estos microorganismos. Dos de los inhibidores (1-
(naphthalen-2-yl) prop-2-en-1-one, 3,6-Dimethyl-1-phenylpyrazolo[5,4-b]pyridin-4-
ol) presentaron actividad antifungica in vitro, usando concentraciones de 0 — 128
ug/ml y se estableci6 que la CMI obtenida reduce el crecimiento de estos

microorganismos a un 80%°9°.

Matijevi et al., demostré utilizando acido N-phthaloyl-amino, sustancia
sintetizada por el aminoacido Glicina, la actividad antibacteriana y antifiungica de

este inhibidor, donde la actividad antibacteriana obtuvo mejores resultados y
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también se observd sensibilidad antifungica en el método de difusion en agar
Mueller-Hinton, a concentraciones de 1.000-0.500mg/ml del inhibidor, frente a
diferentes especies de Candida. (C. tropicalis, C. albicans, C. glabrata, C.
parasilopsis, C. krusei), C. neorformans, Geotrichum sp, S. cerevisiae'®. Lo que
sugiere que algunos aminoacidos pueden funcionar como posibles candidatos de

inhibiciéon del crecimiento de levaduras.

En el género Malassezia no hay protocolos estandar para llevar a cabo las
pruebas de sensibilidad a compuestos antifingicos y esta es la principal limitante
en el momento de realizar este tipo de acercamientos y tamizajes con nuevas
moléculas. Una variable importante en este estudio fue el medio utilizado en las
técnicas de sensibilidad antifungica, se demostré que para algunas cepas el medio
no tenia los suficientes componentes nutricionales ideales para el desarrollo de M.
furfur y M. furfur atipica. En un medio no éptimo las cepas atipicas y M. furfur CBS
7982, no suplié todos los requerimientos nutricionales, aunque se le agrego 0.5%
de Tween 40 y 0.1% de Tween 80, no fue suficiente para su crecimiento al tener
una baja cantidad de &cidos grasos necesarios para su metabolismo. Por lo anterior,
presentaron una heterogeneidad en su crecimiento, en las técnicas de microdilucion
y macrodilucion respecto al comportamiento de las cepas de referencia, ademas se
probaron los inhibidores por el método de difusion en agar Dixonm, en el que todas
las cepas tuvieron un crecimiento homogéneo en presencia de los inhibidores. En
estudios realizados de sensibilidad antifingica in vitro, utilizando este medio y
suplementado con estos porcentajes se obtuvo un buen crecimiento para las
especies de M. globosa y M. restricta y M. pachydermatis®® ¢°, lo que podria explicar
que las cepas atipicas de M. furfur, necesitan de una mayor cantidad de estas

sustancias lipidicas para su crecimiento.

72



CONCLUSIONES

Se llevo a cabo la confirmacion fenotipica de las cepas identificadas como M.
furfur atipica, sin embargo, se observaron leves diferencias con respecto a los
reportes previos. Las pruebas de sensibilidad antifingica arrojaron resultados
discordantes, dada la presencia de un crecimiento homogéneo en las cepas de

referencia, mientras un crecimiento heterogéneo en las cepas atipicas.

El analisis filogenético multilocus, permitié confirmar la relacion de M. furfur
atipica con el complejo M. furfur. Ademas, se propone a RPB2 como un buen
marcador molecular para la identificacién de especies potencialmente nuevas para

el género.

El medio de cultivo caldo urea suplementado utilizado en este estudio no tuvo
el mejor rendimiento para las cepas atipicas de M. furfur debido a la presencia de
un crecimiento heterogéneo en los ensayos realizados. Es necesario estandarizar
un medio Optimo para la implementacion de estas técnicas, en levaduras lipido-

dependientes como Malassezia.

Los candidatos propuestos como potenciales inhibidores, Treonina y Lisina,
no tuvieron efecto inhibitorio en el crecimiento de las cepas de M. furfur y M. furfur
atipica mediante la evaluacion con técnicas de sensibilidad in vitro. Se sugiere
realizar modificaciones en la técnica que optimicen la actividad de dichos

inhibidores.

Se sugiere realizar nuevos estudios que permitan resolver la posicion
taxondmica de M. furfur atipica, como la inclusion en los analisis multilocus de genes
codificantes de proteinas como RPB1, RPB2, TEF1 (Factor de elongacion), MCM7
(Proteina 7 de mantenimiento de mini-cromosomas), CHS2; genes aceptados

actualmente para la diferenciacién taxonémica a nivel de especies y para la
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evaluacion de su diversidad?® 22 101 ademdas de modificaciones en las técnicas de

sensibilidad que optimicen la evaluacion de los inhibidores candidatos.
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Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN.

Todo el crecimiento de la caja fue recolectado en tubos Falcon de 15 ml. Se
realizaron dos lavados con 6 ml de agua destilada mas Tween 80 al 0.5%, se
centrifugaron entre cada lavado a 10000 rpm a 9 °C por 5 minutos. Posteriormente
se realizaron otros dos lavados con cloroformo para remover la grasa y se realizaron
centrifugaciones entre cada lavado con los mismos intervalos de tiempo y
temperatura. Luego de la ultima centrifugacion se decantd el sobrenadante y se
congelo a -80 °C durante 12 horas. Se llevo a cabo el proceso de liofilizado de las

muestras durante 24 horas’s.

Con las muestras liofilizadas se procedié a realizar el protocolo de extraccion de
DNA. Como primer paso se afiadio 100mg de cada muestra en tubos Eppendorf de
1.5 ml esteriles y se agregaron dos perlas de vidrio en cada tubo. Luego se afiadié
600 pl Buffer de lisis (Tris HCI 50mM pH 8.0, EDTA 50mM pH 8.0 SDS al 3%) a
todas las muestras y 60 ul de B-mercaptoetanol para llevarlo al Mini-Beadbeater
durante un minuto. Se agregé 8 ul de Proteinasa K (200 mg/ml), se mezclo
suavemente y dejo incubando durante una hora a 65 °C, mezclando suavemente
cada 20 minutos. Se afiadié 600 ul de Buffer de extraccion fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y se centrifugo a 14000 rpm por 15 minutos. Después de la
centrifugacion se transfirio la fase acuosa de todas las muestras a otro tubo y se
realizaron otros dos lavados con el mismo Buffer de extraccion y se centrifugé por
5 minutos a 14000 rpm. De la fase acuosa del ultimo lavado se transfirié a otro tubo
y se realizaron dos lavados con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) con la misma
cantidad obtenida de la fase acuosa y durante cada lavado se centrifugo por 5
minutos a 14000 rpm. Se transfirié 500 ul del sobrenadante de cada muestra a otro
tubo y se agreg6 10 pl de Acetato de Sodio 3M y dos voliumenes de isopropanol, se

mezcld varias veces’®.

Se dejaron las muestras a -20 °C durante toda una noche, al siguiente dia el ADN
fue centrifugado por 15 minutos a 0 °C a 12000 rpm hasta que se obtuvo el

precipitado en el fondo del tubo, se decant6 el isopropanol y se lavé el ADN con 1
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ml de Etanol al 70%, sin que se agitara el precipitado. Luego se centrifugaron las
muestras por 15 minutos a 0 °C a 12000 rpm, el etanol fue decantado y se secaron
las muestras en el Speedvac durante 30 minutos a 45 °C, hasta que se elimino

completamente el etanol. Luego se resuspendié el ADN en agua de PCR 50 pul”®.

Se afadieron 2.5 ul de RNAsa a cada muestra y se incubo durante una hora a 37
°C. La visualizacién del ADN se realizé en gel de agarosa al 0.8%, se adiciono 2 pl
de Buffer de carga y 3 ul de ADN luego se corrié en la camara de electroforesis a
100 Voltios durante 30 minutos. EI ADN fue cuantificado en Nanodrop 2000
(ThermoFisher Scientific) y posteriormente se ajustaron las concentraciones a 150
ng/ul con agua de PCR"°.
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Anexo 2. Protocolo de preparacién de las diluciones del antifungico y de los

inhibidores

Se realizaron diluciones intermedias para obtener las concentraciones de 1600
ug/ml-3.125 ug/ml. Los tubos del 1 al 10 se les adiciono la cantidad necesaria del
diluyente DMSO, en el caso de la Anfotericina B; se adiciono caldo urea para los

inhibidores que eran solubles en agua (L-lisina y L-treonina) ©®.
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Figura 23. Esquema de diluciones intermedias. A. Anfotericina B (Diluyente DMSO).

B. Inhibidores L-lisina y L-treonina (Diluyente Caldo Urea).

El siguiente paso fue realizar una dilucion 1/50 tomando 100 ul de cada tubo y se
transfirieron a otro tubo que contenia 4,9 ml de Caldo Urea para los inhibidores y la
Anfotericina B, la concentracion final quedo dos veces mayor que la concentracion
final deseada (32 pg/ml - 0,06 pug/ml) 62,
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Anexo 3. Sensibilizacion de microplacas

El contenido del tubo N° 1 (Dilucién 1+4.9 ml Urea) se vertié en una placa de Petri
estéril y con ayuda de una pipeta multicanal (12 canales) se tomaron 100 ul y se
llenaron los pocillos de la columna N° 1 (1A - 1H). Asi sucesivamente con los demas
tubos de cada inhibidor y antifingico desde la mayor concentracion a la menor
concentracion, es decir hasta la fila N° 10. Las placas quedaron sensibilizadas con

las concentraciones deseadas de 16 ug/ml a 0.03 ug/ml°2,

edias 100 pl

TIEETENLL
TTTTTTT ]

Nm

11 12

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

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

CE cC

Figura 24. Esquema de montaje sensibilizaciébn en microplacas de 96 pozos de
fondo redondo con Anfotericina B y los inhibidores (L-lisina L-treonina).
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Los pocillos de la fila N° 11 y 12 se llenaron con 100 ul de Caldo Urea (control de
esterilidad y control de crecimiento). Para las placas sensibilizadas con Anfotericina
B la fila N° 12 se llené con 100 pl de Caldo Urea con 1% de DMSO. Una vez
sensibilizadas las placas se sellaron con stickers de microplacas para evitar la

evaporacion, y se congelaron a —20 °C.
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