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Resumen de la tesis que presenta Jorge Antonio Villa Nevarez como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Biosintesis de nanoparticulas de plata y oxido de cobre: caracterizacion y efecto antifiingico sobre
Malassezia pachydermatis

Resumen aprobado por:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Directora de tesis

La levadura Malassezia pachydermatis es un patégeno oportunista de la piel en caninos domésticos;
cuando las condiciones se lo permiten, este hongo se reproduce en exceso generando infecciones. En
veterinaria, los tratamientos para las micosis son largos y requieren la aplicacion de antifungicos
derivados de los azoles. Se ha reportado que el uso prolongado de estos medicamentos puede
promover el desarrollo de resistencia a estos antimicéticos. Las nanoparticulas metalicas son
estructuras con un tamafo menor a los 100 nandmetros y estan formadas por atomos de metal. La
sintesis bioldgica de nanoparticulas metalicas utiliza una sal precursora del metal y utiliza biomoléculas
producidas por organismos como los hongos para catalizar las reacciones de reduccion y de
estabilizacion. Las nanoparticulas de plata y las nanoparticulas de d6xido de cobre tienen uso en la
medicina como agentes antimicrobianos por su capacidad de eliminar una amplia gama de patdgenos,
desde bacterias como E. coli hasta hongos como Candida albicans. Los sobrenadantes producidos con
hongos del género Trichoderma han sido utilizados para la biosintesis de nanoparticulas metalicas con
éxito y presentan efectos fungicidas contra hongos fitopatdgenos. En el presente trabajo se asilaron
cepas de Malassezia pachydermatis de pacientes caninos sanos y con otitis; se confirmd su identidad
mediante técnicas moleculares y realizamos andlisis filogenéticos con fragmentos de ADN obtenidos
de las cepas aisladas. Las cepas se registraron en el cepario del laboratorio como CDM1-Mp1, CDM2-
Mp2, CDM3-Mp3 y CDM4-Mp4. Con la finalidad de encontrar sustancias nuevas para el tratamiento
de las Dermatitis por Malassezia probamos las nanoparticulas de 6xido de cobre y de plata para
determinar su efectividad como antifliingicos contra M. pachydermatis. Las CUONPs no presentaron
resultados consistentes en las concentraciones evaluadas en este trabajo y las AgNPs demostraron ser
efectivas en concentraciones de 1.5 mg/mL contra COM1-Mp1 y de 0.76 mg/mL contra CDM2-Mp2.

Palabras clave: Malassezia pachydermatis, Trichoderma ghanense, nanoparticulas de plata,
nanoparticulas de éxido de cobre, antifliingico



Abstract of the thesis presented by Jorge Antonio Villa Nevarez as a partial requirement to obtain the
Master of science degree in Life Sciences.

Biosynthesis of silver and copper oxide nanoparticles: characterization and antifungal effects on
Malassezia pachydermatis

Abstract approved by:

PhD Ernestina Castro Longoria
Thesis Director

The yeast Malassezia pachydermatis is an opportunistic pathogen of the skin of domestic canines;
when the conditions allow it, this fungus overgrows, causing infections. In veterinary medicine, the
treatment for mycoses is long and requires the application of azole derivates fungicides. It has been
reported that the prolonged use of these drugs can promote the development of resistance to
antimycotic medication. Metallic nanoparticles are structures with sizes under 100 nanometers and
are formed by metal atoms. Biological synthesis of metallic nanoparticles uses a precursor salt of the
metal and utilizes biomolecules produced by organisms like fungi to catalyze the reduction and
stabilization reactions. Silver nanoparticles and copper oxide nanoparticles are used in medicine as
antimicrobial agents due to their ability to eliminate a wide range of pathogens such as bacteria like E.
coli and fungi like Candida albicans. The supernatants produced with fungi of the genus Trichoderma
have been used for the biosynthesis of metallic nanoparticles successfully and have fungicidal effects
against phytopathogenic fungi. In this study, Malassezia pachydermatis strains were isolated from
healthy canine patients and patients with otitis; we confirmed their identity using molecular
techniques, and the phylogenetic analyses that we performed using DNA fragments obtained from the
isolated strains. We recorded the strains in the laboratory strain library as CDM1-Mp1, CDM2-Mp2,
CDM3-Mp3 and CDM4-Mp4. To discover new substances for the treatment of Malassezia dermatitis,
we evaluated copper oxide and silver nanoparticles to determine their effectiveness as fungicides
against M. pachydermatis. CUONPs did not show consistent results at the concentrations evaluated in
this study, and AgNPs were proven to be effective at concentrations of 1.5 mg/mL against CDM1-Mp1
and 0.76 mg/mL against CDM2-Mp?2.

Keywords: Malassezia pachydermatis, Trichoderma ghanense, silver nanoparticles, copper oxide
nanoparticles, antifungal
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Capitulo 1. Introduccidn

En la clinica veterinaria, las dermatitis por Malassezia (DM) son enfermedades de la piel secundarias a
otras afecciones como inmunosupresidn, reacciones alérgicas y asociadas a neoplasias (Hobi et al., 2024).
Los tratamientos para estas micosis se basan, ademds del tratamiento de la enfermedad primaria, en la

aplicacion de antifungicos derivados de los azoles (DA) por periodos largos (Bajwa, 2023; Bond et al., 2020).

El uso prolongado de antimicdticos puede permitir el desarrollo de resistencia en cepas de Malassezia
pachydermatis lo que impide la resolucion de la patologia en los pacientes (Angileri et al., 2018). Los
reportes sobre resistencia a fungicidas destacan la necesidad de que la comunidad cientifica desarrolle
nuevas estrategias de control, incluyendo la identificacién de compuestos antimicrobianos innovadores y
la implementacion de tratamientos alternativos que limiten la seleccién y propagacidon de cepas

resistentes.

Las nanoparticulas metdlicas (NPM) tienen un uso extenso en la medicina debido a que por su tamano
nanométrico poseen caracteristicas fisicoquimicas deseables como agentes antimicrobianos, como
acarreadores de medicamentos, como adyuvantes en la sanacidn de heridas, etc. (Wahab et al., 2023). Las
metodologias para la fabricacion de NPM son la sintesis fisica, la sintesis quimica y la sintesis bioldgica;
esta Ultima se caracteriza por utilizar biomoléculas producidas por organismos para realizar la reaccion de

reduccion y estabilizaciéon del metal para la formacidn de las nanoparticulas (Frippiat et al., 2025).

Los hongos son una excelente opcidn para la sintesis de nanoparticulas debido a que producen una amplia
gama de metabolitos, mismos que se aprovechan para la reaccién de sintesis biolégica de NPM. Dentro de
los hongos mayormente usados se encuentran los del género Trichoderma, estos son conocidos por sus
propiedades como agentes de control bioldgico de fitopatdgenos y uno de los varios mecanismos de
combate de estos organismos es la produccion de enzimas hidroliticas. Al cultivar en este hongo en
condiciones de estrés secreta enzimas que son utilizadas para la sintesis de nanoparticulas (Gonzélez et

al., 2024).

En el presente trabajo exploramos los efectos antifliingicos de las nanoparticulas de dxido de cobre y de
las nanoparticulas de plata contra Malassezia pachydermatis, con el fin de determinar si estas
nanoparticulas biosintetizadas con sobrenadantes de Trichoderma ghanense podran ser efectivas para el

tratamiento de la otitis y/o de las dermatitis por Malassezia en caninos domésticos.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Las levaduras Malassezia pachydermatis

Los hongos del género Malassezia son organismos comensales de la piel de diversos animales, son
organismos unicelulares ovoides (de 3 a 8 um) que se reproducen por gemacion, al observarlas bajo el
microscopio se apreciard su morfologia caracteristica en forma de cacahuate o huella de zapato. Estos
hongos son patdgenos oportunistas y causan infecciones de la piel cuando las condiciones en su hospedero
son optimas para ello. Hasta el momento, se conocen 18 especies del género Malassezia (Bond et al.,
2020; Hobi et al., 2022) y se reportan dos posibles nuevas especies: Malassezia gallinae (Zhao et al., 2024)

y Malassezia polysorbatinonusus (Hiruma et al., 2025). En la Tabla 1 se presentan las especies de

Malassezia descritas y algunos de sus hospederos.

Tabla 1. Lista de especies del género Malassezia reportadas a Julio del 2025.

Especie

Hospedero

Referencia

Malassezia furfur

Humanos, perros, gatos, cerdos, etc.

(Robin) Baillon, 1889

Malassezia pachydermatis

Perros, gatos, cerdos, cabras, etc.

(Weidman) Dodge, 1925

Malassezia sympodialis

Humanos, perros, gatos, gallinas, etc.

Simmons & Guého, 1990

Malassezia globosa

Humanos, perros, gatos, etc.

Midgley et al., 1996

Malassezia obtusa

Humanos, perros, gatos, ganado, etc.

Midgley et al., 1996

Malassezia slooffiae

Humanos, gatos, ganado, ovejas, etc.

Guillot et al., 1996

Malassezia restricta

Humanos, perros, gatos, etc.

Guého et al., 1996

Malassezia dermatis

Humanos y gatos

Sugita et al., 2002

Malassezia japonica

Humanos y gatos

Sugita et al., 2003

Malassezia nana

Perros, gatos, gando y caballos

Hirai et al., 2004

Malassezia yamatoensis

Humanos y gatos

Sugita et al., 2004

Malassezia caprae

Cabras, caballos y humanos

Cabafies & Boekhout, 2007

Malassezia equina

Caballos y ganado

Cabafies & Boekhout, 2007

Malassezia cuniculi Conejos Cabafies & Castella, 2011
Malassezia arunalokei Humanos y perros Honnavar et al., 2016
Malassezia brasiliensis Pericos Cabaries et al., 2016
Malassezia psittaci Pericos Cabaries et al., 2016
Malassezia vespertilionis Murciélagos Lorch etal., 2016
Malassezia gallinae Gallinas Zhao et al., 2024
Malassezia polysorbatinonusus | Humanos Hiruma et al., 2025

Tabla modificada de Bond et al., (2020).
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M. pachydermatis se encuentra en la piel y mucosas de carnivoros domésticos, donde generara infecciones
de la piel cuando la homeostasis del hospedero se ve interrumpida por otras afecciones (Bond et al., 2020).
Poseen una pared celular de 0.2-0.3 pm (200-300 nm) de grosor con un patrdon en espiral de su cara interior
(David et al., 2007; David M et al., 2003). Esta especie se caracteriza por ser capaz de obtener acidos grasos
de las peptonas presentes en el medio Agar Sabouraud Dextrosa (SDA), lo que permite diferenciarla de las

otras especies de Malassezia (Guého-Kellermann et al., 2010; Guillot et al., 1996).

1.1.2 Dermatitis por Malassezia en caninos y en felinos domésticos

En caninos (Canis lupus familiaris) y felinos domésticos (Felis silvestris catus), M. pachydermatis causa
infecciones de la piel o dermatitis (Figura 1) cuando el hospedero tiene defectos en su funcién
inmunoldgica o endocrina y por enfermedades subyacentes de la piel como la dermatitis atdpica. Las
patologias que causan irritacién excesiva provocan una respuesta de rascado y lamido que dafia la capa
externa de la piel (Machado et al., 2011), asi se pierde la homeostasis hidrica cutanea y adicionalmente se
permite la degradacion de proteinas y de lipidos de la piel que son consumidos por microorganismos como

M. pachydermatis que causaran una infeccion oportunista (Bond et al., 2020).

Figura 1. Principales zonas de la piel afectadas por Malassezia en perros y gatos. Obtenido de Hobi et al., (2022).
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Dentro de las DM la Otitis Externa (OE) es comun en la practica veterinaria, con una prevalencia de
alrededor del 10% reportada en Inglaterra (O’Neill et al., 2021). Esta enfermedad se caracteriza por la
inflamacién del canal auditivo externo (Figura 2) del oido canino (Bajwa, 2019) donde se puede encontrar
una gran variedad de microorganismos exacerbando la enfermedad, principalmente bacterias como

Staphylococcus spp. y levaduras como M. pachydermatis (Dinkiva & Rusenova, 2024).

En condiciones favorables, como exceso de humedad y calor en el oido, M. pachydermatis se reproducira
en exceso, generando dafio a las células de su hospedero por medio de la produccién de enzimas liticas
como las lipasas (Ro & Dawson, 2005). Al generar dafio, se activaran diversas vias de sefalizacion en el
canido que culminardn en la generacion de una reaccion inflamatoria (Sparber & LeibundGut-Landmann,

2017) que en casos severos puede reducir el didmetro (estenosis) del canal auditivo externo del canino

hasta obstruirlo (Eger & Lindsay, 1997).
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Figura 2. Anatomia del oido canino. llustracidn hecha por Kip Carter, 2023.

Existen factores predisponentes para el desarrollo de estas micosis como las orejas caidas, el pelaje largo,
la presencia de pliegues en la piel que permiten la acumulacién de humedad y suciedad en diferentes
regiones del cuerpo, sin ventilacion adecuada permitira el sobrecrecimiento de M. pachydermatis. Las
razas con mayor predisposicion de desarrollar DM, debido que poseen uno o mas factores predisponentes,
son los West Highland Terrier, Béxer, Cocker Spaniel, Shih Tzu, Beagle, Golden Retriever, Basset Hound y

Bulldog Inglés (Figura 3A). Las razas con menor probabilidad de desarrollar estas afecciones son los
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Chihuahuefios, Border Collie, Jack Russel Terrier y Yorkshire Terrier (Figura 3B) (Hobi et al., 2022; O’Neill
et al,, 2021).

En los felinos es comun que la raza Devon Rex y el gato Esfinge (Figura 3C) presenten poblaciones de
Malassezia elevadas de forma normal (Ahman & Bergstrom, 2009), por lo que las hace mas susceptibles a
desarrollar DM. Las patologias relacionadas con Malassezia en gatos son secundarias a alergias, neoplasias
(Mauldin et al., 2002) en el timo o en el pancreas (Forster-Van Hijfte et al., 1997; Godfrey, 1998), diabetes

mellitus (Hobi et al., 2024) o infecciones por virus de inmunodeficiencia felina (Sierra et al., 2000).
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Figura 3. Razas de carnivoros domésticos segliin su prevalencia de dermatitis por Malassezia. Caninos con mayor
prevalencia (A), caninos con menor prevalencia (B) y felinos con mayor prevalencia (C). Imagenes tomadas de
https://www.purina.es/encuentra-mascota.

1.1.3 Tratamientos contra Malassezia pachydermatis y la resistencia a antifungicos

El tratamiento mas comun para la DM, dependiendo de su presentacion (afectando una o mas regiones
de la piel) es el uso tépico o sistémico de farmacos antifungicos; dentro de estos medicamentos
encontramos a los DA (Bajwa, 2023; Bond et al., 2020), los cuales son fungistaticos en concentraciones
bajas y algunos pueden ser fungicidas en concentraciones altas (Manavathu et al., 1998). Estos tienen
como mecanismo de accion la inhibicion de la enzima lanosterol 14 alfa-desmetilasa que es necesaria para

la sintesis del ergosterol, el esterol que constituye las membranas celulares fungicas (Campoy, 2017).
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Debido a que ambas patologias, DM y OE, se generan de forma secundaria, a otras afecciones, el

tratamiento correctivo de la enfermedad primaria debe de realizarse para evitar relapsos (Bajwa, 2019,

2023).

Cada vez son mas comunes los reportes de nuevas cepas de microorganismos resistentes a los
antimicrobianos y las levaduras Malassezia no son la excepcidn. Los tratamientos para las micosis son
largos y costosos, siendo los DA los antifingicos de uso habitual debido a su amplio espectro de eficacia y

por sus bajos costos (Vishkautsan et al., 2023).

En varios manuscritos se reportan cepas de Malassezia pachydermatis resistentes a los antifingicos
derivados de los azoles como itraconazol y ketoconazol, entre otros (Watanabe et al., 2017; Murayama &
Kano, 2023). El uso prolongado de antiflngicos en concentraciones subéptimas permite el desarrollo de
resistencia a estos medicamentos, que en enfermedades causadas por M. pachydermatis se traduce en la

falla terapéutica en el paciente (Angileri et al., 2018).

En el caso de M. pachydermatis se plantea que mutaciones en el gen ERG11, que codifica para la enzima
lanosterol 14 alfa-desmetilasa, inducen una posible sobreproduccién de esta enzima o modificaciones en
su estructura para reducir la afinidad de los azoles por esta enzima (Kano et al., 2020). Ademas, se propone
que la funcién de las bombas de eflujo juega un papel importante para eliminar los azoles del espacio

intracelular impidiendo que actuen en su sitio diana (latta et al., 2017).

1.1.4 Las nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas (NPM) son un material derivado de la nanotecnologia, una rama de la
tecnologia que trabaja con estructuras cuyas dimensiones no superan los 100 nm. Ademas de las
nanoparticulas, existen otras nanoestructuras como los nano-platos, los nano-cables y las nano-varillas,
cada una de estas estructuras con diferentes propiedades conferidas por su conformacién (Thepbandit et
al., 2024). Dentro de las nanoparticulas metalicas encontramos las nanoparticulas de oro (AuNPs), las
nanoparticulas de plata (AgNPs), las nanoparticulas de éxido de cobre (CuONPs), las nanoparticulas de

oxido de zinc (ZnONPs), entre otras.

Existen tres métodos principales para la obtencion de nanoparticulas: 1) la sintesis fisica, utiliza energia

mecanica, térmica, etc., para reducir el metal de su tamafio a granel a tamafio nanométrico; 2) la sintesis
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guimica, que a partir de una sal precursora del metal se formaran las nanoparticulas con la adicién de un
agente reductor y uno estabilizador; y 3) la sintesis bioldgica o biosintesis, esta sigue el mismo método de
la quimica, pero en lugar de agentes quimicos utiliza sustancias producidas por organismos como plantas,

hongos y bacterias (Bruna et al., 2021).

Sintesis de AgNP

Plataa granel Plata en polvo AgNP Aglomeraciones Atomos
— +—
Enfoque descendente Enfoque ascendente
Métodos Fisicos Métodos Quimicos Métodos Biolégicos
« Evaporacién-condensacion e Reduccién quimica
* Ablacién laser * Técnicas de microemulsion Partes de plantas
* Descarga de arco eléctrico » Fotoreduccioén iniciada con UV Tallo, raices, hojas,
* Molienda de bolas de alta energia o Reduccién fotoinducida latex, flores, semillas,
« Meétodos de sintesis electroquimica bulbos
» Métodos de irradiacion \
+ Sintesis asistida con microondas S Microorganismos
* Polimeros y polisacdridos — Bacterias, hongos,
« Método de Tollens S e levaduras, algas

Figura 4. Métodos de sintesis de nanoparticulas de plata. Tomado de Frippiat et al., 2025.

Las NPM son utilizadas en diferentes industrias por sus propiedades fisicoquimicas que les confieren
efectos tanto antibidticos como antiflingicos, como acarreadores de medicamentos, o como aditivos en el
alimento para el ganado (Frippiat et al., 2025). En la Figura 4 se puede observar la variedad de técnicas de

los diferentes métodos de sintesis de NPM.

Los mecanismos de accidn antifungicos de las NPM se deben a su tamafio nanométrico, con un tamano
menor a 100 nm tiene afinidad para penetrar la membrana y pared celulares. Las nanoparticulas metalicas
también tienen la propiedad de tener un radio volumen-superficie de contacto muy alto, es decir, con una

cantidad minima de NPM se puede cubrir un area extensa (Frippiat et al., 2025).

Al estar en contacto con el patdgeno, las nanoparticulas primero actuan en el exterior adhiriéndose a la
pared donde al liberar iones metalicos podrdn perforarla y por su tamafio podran internalizarse. Al

acumularse en la membrana impedirdn sus funciones y las de sus proteinas de transporte o de eflujo,
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también podrian perforar y romper la membrana permitiendo la salida del contenido intracelular

(Vazquez-Muiioz et al., 2014).

En el espacio intracelular, las NPM interacttan con los organelos donde causan dafio mecanico y participan
en la produccién de especies reactivas de oxigeno, que a su vez generan estrés oxidativo; al entrar en
contacto con el nucleo, generan dafio al ADN fungico (Mussin & Giusiano, 2022). En la Figura 5 se ilustran

los mecanismos de accidn antifungica de las AgNP.

1.1.4.1 Biosintesis de nanoparticulas metalicas

En la sintesis verde se encuentran dos técnicas para la obtencién de nanoparticulas: la sintesis intracelular
y la sintesis extracelular. La sintesis intracelular se agrega la sal precursora metdlica al medio de cultivo
donde crece el microorganismo para que al internalizarla y por medio de sus enzimas intracelulares se
lleve a cabo la reaccion de reduccion y aglomeracion de los iones metalicos, formandose asi las NPM. En
la sintesis extracelular, se obtienen extractos o sobrenadantes del organismo de interés; con las moléculas
organicas presentes en el extracto/sobrenadante se realiza la reaccidn de reduccién y estabilizacion de las

nanoparticulas (Khandel & Shahi, 2018).

La biosintesis de nanoparticulas metalicas con hongos es una practica extensa debido a que los hongos
son conocidos por su copiosa produccién de metabolitos secundarios (Goyal et al., 2017), los cuales fungen
como agentes reductores y estabilizadores en la reaccion de sintesis (Murillo-Rabago et al., 2022). Los
hongos también son una opcién econdémica para la sintesis de NPM, crecen en condiciones de laboratorio
sencillas, en medios de cultivo econdmicos y producen biomasa con mayor velocidad que las bacterias

(Siddigi & Husen, 2016).

Las AgNPs biosintetizadas tienen uso extendido para el combate de patdgenos debido a las propiedades
antimicrobianas ya conocidas de la plata. Se han publicado trabajos donde las AgNPs han sido efectivas
contra diferentes especies de los hongos como Aspergillus spp., Cladosporium pini-ponderosae, Bionectria
ochroleuca, Epicoccum nigrum, Exserohilum rostratum, Fusarium proliferatum, Candida spp. (Ribeiro et
al., 2023) y Malassezia furfur (Mussin et al., 2019). Los efectos antifungicos tanto de las CUONPs como de
las AgNPs dependen directamente de la concentracién a la que se exponen los patdgenos. Por ello, es
fundamental determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI), definida como la menor concentracién

del compuesto capaz de inhibir visiblemente el crecimiento del microorganismo (Andrews, 2001).
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En el caso de las CuUONPs biosintetizadas con hongos han probado sus propiedades antimicrobianas contra
diferentes patdgenos. En estudios recientes, las CUONPs biosintetizadas probaron ser efectivas contra las
bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (Flores-Rabago et al., 2023),
Campylobacter jejuni (Rivera-Mendoza et al., 2024) y levaduras como Candida albicans (Garcia-Marin et

al.,, 2022).

Acumulaciony
ruptura de la
paredy dela
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proteinas de
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el nucleoy dafio
al ADN

Produccién de
especies
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‘ AgNP # Especies reactivas de oxigeno

Figura 5. Mecanismos antifungicos planteados para las nanoparticulas de plata. llustracién hecha con BioRender.

1.1.5 Los hongos del género Trichoderma

El género Trichoderma presenta hongos filamentosos de distribucién cosmopolita, se encuentran en el
suelo, en la madera, y como organismos asociados a plantas (Harman et al., 2012; Schmoll & Schuster,
2010). Tienen aplicacion en varias industrias, como agentes de control bioldgico contra fitopatégenos
(Thepbandit et al., 2024), promotores del crecimiento y activadores del sistema inmune de las plantas

(Alghuthaymi et al., 2022).

El sobrenadante de estos hongos ha sido utilizado con éxito para la sintesis de NPM en varios estudios que
demostraron tener propiedades antibacterianas, antifingicas y en algunos casos presentaron
biocompatibilidad en lineas celulares. Garcia-Marin, en el 2022, sintetizé nanoparticulas de 6xido de cobre
con diferentes especies de Trichoderma, obteniendo inhibicion contra C. albicans. También determind una

viabilidad celular del 80% en lineas celulares de mamiferos tratadas con la CMI de C. albicans y niveles de
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hemdlisis abajo del 5%, indicando que las CUONPs sintetizadas con Trichoderma son biocompatibles y

hemocompatibles (Garcia-Marin et al., 2022).

En el 2023, Shobha y colaboradores sintetizaron nanoparticulas de dxido de zinc, con extracto de
Trichoderma asperellum. En ese estudio demostraron que las ZnONPs biosintetizadas con Trichoderma
poseen efectos bactericidas logrando inhibir a los patégenos E. coli y S. aureus. Ademas, las ZnONPs
inhibieron el desarrollo de biopeliculas por parte de S. aureus. En el 2024, el equipo de Thepbandit utilizé
Trichoderma harzianum para sintetizar AgNPs. En ese trabajo, las AgNPs tuvieron efectos fungicidas contra

los fitopatdgenos de la planta yuca (Manihot esculenta).

En el 2024 se analizaron los componentes de los sobrenadantes de Trichoderma cultivada con Neurospora
crassa, en ese trabajo encontraron que las moléculas presentes en el sobrenadante son la N-
acetilhexosaminidasa, la celulasa y la quinasa (Gonzalez et al., 2024). Se hipotetiza que la quitinasa ayuda
en la actividad antifungica de las NPM, siendo esta enzima encargada de degradar la quitina de la pared

celular de los hongos (Anwar et al., 2023).

En estudios recientes, se analizd la actividad de la enzima quitinasa en nanoparticulas fabricadas con
sobrenadantes de Trichoderma. Se determiné que las nanoparticulas sintetizadas con el sobrenadante de
T. ghanense cultivado en agua desionizada mantuvo una actividad de quitinasa alta en comparaciones con

las NPM hechas con otras especies de Trichoderma (Campos-Jiménez et al., datos no publicados).

1.2 Justificacion

Existen reportes de fallas en el tratamiento de dermatitis por Malassezia en diversos pacientes caninos.
La causa mas comun es el nulo o errado seguimiento del tratamiento por parte de los duefios del paciente,
debido a que los tratamientos son prolongados y complicados de seguir. Ademas, se ha reportado el
descubrimiento de cepas de M. pachydermatis resistentes a antifingicos. Las nanoparticulas metdlicas
han demostrado efectos antiflingicos y antibacteriano contra diversos organismos patdgenos vy
fitopatdogenos. En el presente trabajo se analizaron los efectos de nanoparticulas metdlicas sintetizadas
con T. ghanense. sobre la levadura M. pachydermatis con el fin de determinar si las nanoparticulas tienen

efecto antifingico sobre este hongo.
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1.3 Hipétesis

Las nanoparticulas de plata y de éxido de cobre sintetizadas con sobrenadante de Trichoderma ghanense

tienen efectos antifungicos contra la levadura Malassezia pachydermatis in vitro.

1.4 Objetivos

1.4.1

Objetivo general

Analizar la actividad antifdngica de las nanoparticulas de plata y de dxido de cobre sintetizadas con

sobrenadante de Trichoderma sobre la levadura Malassezia pachydermatis.

1.4.2

Objetivos especificos

Identificar Malassezia pachydermatis de muestras de pacientes caninos sanos por medio de

microscopia y técnicas moleculares.

Analizar la actividad antifungica de sobrenadantes de Trichoderma spp. contra Malassezia

pachydermatis.

Sintetizar nanoparticulas de plata y de 6xido de cobre utilizando sobrenadantes de Trichoderma

Spp.

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de plata y de las nanoparticulas

de 6xido de cobre.

Evaluar la susceptibilidad de M. pachydermatis a las nanoparticulas de platay a las nanoparticulas

oxido de cobre.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Aislamiento de cepas de Malassezia pachydermatis

La toma de muestras se llevd a cabo en el Hospital Veterinario Pefia Jasso de Ensenada, B.C., el dia 7 de
julio del 2024 se muestrearon al azar diez pacientes caninos sanos (Canis lupus familiaris). Los dias 28 y 29
de agosto y el dia 4 de septiembre del mismo afio se tomd muestra de cuatro pacientes con signos
sugestivos a otitis (inclinaciéon de la cabeza, produccién de exudado oscuro con olor fétido, etc.) que

acudieron a revision o consulta rutinaria.

Para la toma de muestras de exudados 6ticos se utilizaron hisopos estériles que se introdujeronde 1a 1.5
cm dentro del oido externo de los individuos y se frotd en forma circular durante 10 segundos para colectar
material bioldgico de la cavidad. Los hisopos con exudado se colocaron en tubos individuales con medio
Stuart (Figura 6) etiquetados para transportar al laboratorio en condiciones de refrigeracién a 4 °C (Nufiez

et al., 2022; Omodo-Eluk et al., 2003).

Las muestras se sembraron en cajas Petri con Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) de MCD LAB, S.A. de C.V.
(Guillot et al., 1996) adicionado con el antibidtico ampicilina (AMP). Se utilizé la técnica de estria cruzada
para la inoculacidn con los hisopos del muestreo. Como control se repitio el proceso con un hisopo estéril
sin utilizar almacenado y transportado bajo las mismas condiciones que los hisopos con muestras. Se

incubaron a 37 °C por 7 dias y fueron observadas cada 24 - 48 horas.

Figura 6. Tubos con medio Stuart de transporte e hisopos con exudado muestreado de pacientes caninos del Hospital
Veterinario Pefia Jasso.

Las colonias producidas por el género Malassezia son de color café claro al amarillo, de textura lisa y
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cremosa con bordes lisos o ligeramente arrugados (Guého-Kellermann et al.,, 2010). Una vez que se
observé crecimiento de colonias en las placas se tomd muestra de aquellas que tuvieran las caracteristicas
de una colonia de M. pachydermatis y se inocularon por medio de piquete en otra placa con medio SDA
cuadriculada para aislar las cepas. Se incubaron a 37 °C y cada colonia que crecidé se analizd bajo el
microscopio, las colonias con morfologia de levaduras Malassezia se cultivaron nuevamente en placas con

medio SDA individuales para obtener cultivos puros de cada cepa.

2.2 Identificacion de las cepas de Malassezia pachydermatis

2.2.1 Identificacidon morfolégica

El medio SDA es medio selectivo para diferenciar entre especies del género Malassezia. La especie M.
pachydermatis es la Unica levadura de este género que crece en el medio Sabouraud Dextrosa Agar (Guillot
et al., 1996). Para diferenciar la levadura M. pachydermatis de otros dermatofitos se realizé un andlisis de
la morfologia macroscdpica. Se buscaron colonias con coloracién de color crema al amarillo claro, con
textura suave y cremosa como mantequilla. Para el analisis de la morfologia microscépica se tomé una
muestra de una colonia, se colocé en un portaobjetos y se le agregaron tres gotas de azul de algodén
lactofenol, se colocd el cubreobjetos y se analizaron bajo el microscopio. Se buscaron células ovoides y
con la forma caracteristica de huella de zapado o de cacahuate con tamafios que van desde los 3 a los 8

pum (Bond et al., 2020).

2.2.2 ldentificacion molecular

Para determinar por medio de métodos moleculares el género y la especie de las levaduras aisladas se
realizé la extraccion de ADN con el equipo DNeasy® Plant Pro-Kit (50), y se utilizaron tres marcadores
moleculares. Se amplificé la regién ITS con los cebadores ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), para la amplificacion de la regién ARNr de LSU se usaron los marcadores LROR
(ACCCGCTGAACTTAAGC) con LR3 (CCGTGTTTCAAGACGGG) y los cebadores NS1 (GTAGTCATAGCTTGTCTC)
con NS4 (CTTCCGTCAATTCCTTTAAG) funcionaron para amplificar una porcién de la regién ARNr SSU (Raja
et al.,, 2017).
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Cebadores para ADN Nuclear Ribosomal
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NS1 ITS5 LROR
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NS1 GTAGTCATAGCTTGTCTC NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Modificado de: Raja et al., 2017.
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC LR3 CCGTGTTTCAAGACGGG Journal of Natural Products.

Figura 7. Esquema que representa los marcadores utilizados para la amplificacion de diferentes regiones del ADN
ribosomal. En verde se marcan los cebadores para la regidn 18S, en amarillo los cebadores para la region ITS, en azul
los cebadores para la region 28Sy en rojo los cebadores reportados por Hernandez-Escarefio (2012) y por Puig (2017).

Se realizé PCR para la amplificacion de la region ITS siguiendo el siguiente protocolo: 98°C por 1 minuto,
35 ciclos de 98°C por 10 segundos, 56°C por 10 segundos, 72°C por 45 segundos, 72°C por 5 minutos y se
mantuvieron a 4°C. Para la amplificacion de la region ARNr 18S SSU y de la region ARNr 28S LSU se siguio
el protocolo: 98°C por 1 minuto, 35 ciclos de 98°C por 10 segundos, 62°C por 10 segundos, 72°C por 45
segundos, 72°C por 5 minutos y se mantuvieron a 4°C, todos las PCR se realizaron en el termociclador BIO-
RAD T100™ Thermal Cycler. Los resultados de la amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de
Agarosa al 1% a 90 V por 45 minutos en el equipo BIO-RAD PowerPac™ Basic y observados en el

transiluminador BIO-RAD ChemiDoc XRS+.

Los productos de la amplificacidn de las tres regiones se mandaron a secuenciar a Eton Bioscience, Inc. Se
realizd una limpieza de las secuencias obtenidas con el programa AliView (Larssson, 2014) con el cual se
alinearon y se cortaron las regiones de los extremos para obtener la misma longitud en todas las
secuencias. Una vez refinadas las secuencias directas y reversas se alinearon mediante AliView para
obtener una secuencia consenso para realizar un anadlisis de porcentaje de identidad en la plataforma

BLASTn (Altschul et al., 1990) de la pagina de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Para presentar las secuencias obtenidas con cada marcador molecular se realizé una alineacién multiple
con el programa de alineacion MUSCLE (Edgar, 2004) y se les dio un formato con Boxshade

(https://junli.netlify.app/apps/boxshade/) que marca con rojo las similitudes y con negro las diferencias,



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://junli.netlify.app/apps/boxshade/
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utilizando secuencias de dos cepas de M. pachydermatis reportadas en NCBI que presentaron mayor

similitud con las secuencias de nuestras cepas.

Para realizar los arboles filogenéticos seleccionamos secuencias de M. pachydermatis compartian mayor
similitud con los aislados. También, se utilizaron secuencias de otras especies de Malassezia y del
organismo Tilletiopsis minor como grupos externos para realizar el alineamiento multiple de las

secuencias.

Para el andlisis filogenético utilizamos la pagina NGphylogeny.fr (Lemoine et al., 2019). Se empled el
software MUSCLE para realizar las alineaciones multiples, el recorte de las secuencias se llevé a cabo con
el programa BMGE (Block Mapping and Gathering with Entropy) (Criscuolo et al., 2012). Se realizé un
anadlisis de maxima verosimilitud con PhyML (Guidon et al., 2010) siguiendo un modelo de seleccidon
inteligente (SMS) (Lefort et al., 2017) donde se corrieron 500 réplicas de Bootstrap (Lemoine et al., 2018).

Los arboles filogenéticos fueron editados con el programa FigTree (Rambaut, 2018).

2.3 Sintesis de nanoparticulas metalicas con sobrenadantes de Trichoderma

2.3.1 Obtencion de los sobrenadantes de Trichoderma spp.

Para la sintesis de nanoparticulas primeramente se evalué el potencial antifingico de los sobrenadantes
de las cepas de Trichoderma atroviride, T. asperellum, T. harzianum, T. ghanense y Trichoderma sp.
proveidas por el Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE). Las cepas fueron incubadas en Agar Papa Dextrosa (PDA) a 25 °C y

almacenadas a 4 °C (Figura 8).

Para la obtencién de biomasa fungica las diferentes especies de Trichoderma se cultivaron en Caldo Papa
Dextrosa (PDB) y se incubaron a 25 y 33 °C en agitacion a 125 rpm durante 8 dias. Posteriormente se
separé el primer sobrenadante (SN1) de la biomasa fungica por medio de filtracién con tela de fibras
sintéticas. El SN1 se centrifugd y se filtrd al vacio con una membrana de nitrocelulosa con un didmetro de
poros de 0.45 um, posteriormente se filtré con una jeringa y una membrana de nitrocelulosa con poros de

0.2 um de didmetro (Flores-Rabago et al., 2023; Murillo-Rabago et al., 2022).
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La biomasa de cada hongo se lavd con agua destilada estéril para ser cultivada en agua desionizada estéril
en proporcién 1:9 (biomasa fungica: agua desionizada) en un matraz Erlenmeyer a 125 rpm a 25y 33 °C
por 5 dias. Posterior a la incubacién la biomasa se elimind por medio de filtracion, el sobrenadante (SN2)
se centrifugo, y fue filtrado al vacio con una membrana de 0.45 um vy se filtré con una jeringa y una

membrana de nitrocelulosa de 0.2 um (Flores-Rabago et al., 2023; Murillo-Rabago et al., 2022).

Figura 8. Cultivos en medio PDA de (A) Trichoderma atroviride, (B) T. ghanense, (C) T. harzianum y (D) Trichoderma
spp. (TH-25). Cultivados a 25 °C por 8 dias.

2.3.2 Pruebas de la actividad antifangica de los sobrenadantes de Trichoderma spp.

Los sobrenadantes obtenidos fueron sometidos a una prueba de actividad antifungica para seleccionar el
mas efectivo contra M. pachydermatis. Se realizé una suspension de las levaduras M. pachydermatis (SL)
en agua destilada. En una placa Petri con medio SDA se sembraron 300 uL de SL en distribucidn en tapete.
En discos de papel filtro se colocaron 30 pl de SN1 de las cinco cepas de Trichoderma, como control positivo
de colocd un disco con Ketoconazol (KTZ) en una concentracidon de 20 mg/mL y otro con KTZ de 40 mg/mL,
para control negativo se colocé un disco con 30 plL de agua destilada estéril (Rojas et al., 2017). Se repitid

el mismo procedimiento para probar el SN2.

2.3.3 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre y de nanoparticulas de plata

En la sintesis de nanoparticulas de plata se realizé una solucién de nitrato de plata (AgNOs) de Matheson
Coleman & Bell® en una concentracion de 5 mM. Se realizaron reacciones de sintesis en una proporcién
1:1 (AgNO3:SN), en frascos estériles se mezclaron 5 mL de la solucidon de AgNO; con 5 mL de sus respectivos
sobrenadantes. En el caso del SN2 de T. atroviride se ajusté el pH a 7 con NaOH y el potencidmetro Edge™

de HANNAZ® Instruments. Se dejaron reposar a 60 °C por 24 horas (Murillo-Rabago et al., 2022). Las AgNPs
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mas efectivas, hechas con el SN2 de T. ghanense presentaron un pH de 8. En la Figura 10 se aprecian los

pasos seguidos para la biosintesis de las nanoparticulas.

_- 1:1 24 horas a 60 °C
("
ANO, = = =
5mM E \ -
;‘:\\ — —
[
SN de / | =
T. ghanense | AgNP

Figura 9. Diagrama representativo del protocolo seguido para la sintesis de las nanoparticulas de plata que se utilizé
en este trabajo. llustracion hecha con BioRender.

Para sintetizar las nanoparticulas de 6xido de cobre se prepard una solucién con sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4-5H,0) de Sigma-Aldrich® a una concentraciéon de 15 mM. Los sobrenadantes
seleccionados fueron el SN2 de T. atroviride, los sobrenadantes 1 y 2 de T. ghanense y el SN1 de T.
harzianum. Las nanoparticulas fueron sintetizadas en una proporcién 1:1 (CuSO4-5H,0:SN) de volumenes.
En frascos estériles se hizo la mezcla de 3 mL de CuSO,4-5H,0 con los 3 mL de su respectivo sobrenadante
(Flores-Rabago et al., 2023). Se ajusto el pH a 8 con hidréxido de sodio (NaOH) en una concentracién 0.1
M y con el apoyo del potenciometro Edge™ de HANNA® Instruments. Se dejaron reposar a temperatura

ambiente (25 °C+/- 2 °C) por 24 horas. En la Figura 9 se representa la metodologia utilizada para la sintesis.

24 horas a 25 °C

CuS0,-5H,0 = =
15 mM '
—_— ’
|
¥
SN de - —
T. ghanense / RHS CUONP

Figura 10. Diagrama representativo del protocolo seguido para la sintesis de las nanoparticulas de plata que se utilizé
en este trabajo. llustraciéon hecha con BioRender.
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2.4 Caracterizacion de las nanoparticulas metalicas

Para caracterizar las AgNP biosintetizadas se midio6 el potencial Zeta y el radio hidrodinamico por medio
de la dispersion dinamica de luz con el equipo Zetasizer Nano zs90 de Malvern. La espectroscopia de UV-
visible se midié con el equipo Perkin Elmer precisely UV-VIS lambda/25 en un rango de longitud de onda
de 200 a 800 nm. La morfologia de las AgNP se analizé con el Microscopio Electrénico de Transmision
Hitachi H7500 a 80 kV, para realizar este analisis se colocaron 10 pL de AgNPs en rejillas de cobre de 75 de

malla secadas a temperatura ambiente por 1 hora (Flores-Rdbago et al., 2023; Murillo-Rdbago et al., 2022).

2.5 Pruebas de actividad antifiingica de las nanoparticulas metalicas

2.5.1 Ensayos de actividad antifungica

Para la determinacion de la actividad antifiingica de las NPs se hicieron ensayos de microdilucién en caldo
(BMD) del CLSI M27-3A con modificaciones. EIl medio RPMI 1640 se substituyé por Caldo Sabouraud
Dextrosa (SDB) debido a que este medio provee un crecimiento éptimo de M. pachydermatis (Rincén et
al., 2006). Se cultivaron las cepas CDM1-Mp1 y CDM2-Mp2 en SDB a 37 °C por 3 dias. Para obtener la
suspension de levaduras (SL), de los cultivos liquidos se realizaron diluciones a las que se les midid su
densidad dptica a 530 nm (Rincdn et al., 2006) con el espectrofotometro Multiskan Sky de Thermo
Scientific™ y se hicieron diluciones de la suspensién hasta llevarlas a 0.1 en la escala de McFarland,

equivalente a 3x10% levaduras por mililitro (Deegan et al., 2019).

Se prepararon suspensiones con concentraciones de 7.94, 15.88, 23.82, 31.77 y 39.71 mg/mL de CuONPs
sintetizadas con las tres especies de Trichoderma. En placas con 96 pocillos se colocaron 100 uL de SDB en
cada pocillo, 100 pL de inéculo, 100 uL de diferentes concentraciones de CUONPs (Deegan et al., 2019).
Como control negativo se prepard un pocillo con 100 pL de SDB y 100 pL de agua desionizada estéril que
se inoculd con 100 pL de la SL. Para el control positivo se colocd un pocillo con 100 uL de SDB, 100 uL de
KTZ en concentracién de 8 pg/mL y se agregaron 100 pL de la SL (Deegan et al., 2019) sin CuONPs. Se
incubaron a 37 °C por 24 horas y se verificaron los resultados inoculando 10 uL de cada pocillo en placas

con SDA e incubandolas por 5 dias a 37 °C. Los ensayos se realizaron en triplicado.
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2.5.2 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria de las nanoparticulas de

plata

Se prepararon suspensiones con concentraciones de 2.24, 4.49, 6.74, 8.89, 11.23, 13.48, 15.73 y 17.97
mg/mL de AgNPs. En placas con 96 pocillos se colocaron 100 pL de SDB en cada pocillo, 100 uL de indculo,
100 pL de diferentes concentraciones de las AgNP (Deegan et al., 2019). El control positivo fue un pocillo
con 100 pL de SDB, 100 pL de SLy 100 pL de KTZ en concentracion de 8 pg/mL. Para el control negativo un
pocillo con 100 puL de SDB y 100 pL de agua desionizada que fue inoculado con 100 pL de SL (Deegan et al.,
2019) sin AgNPs. Se incubaron a 37 °C por 24 horas y posterior a la incubacién se confirmaron los
resultados cultivando 10 uL de cada pocillo en placas con SDA e incubandolas por 5 dias a 37 °C. Los

ensayos se realizaron en triplicado.

2.6 Analisis estadistico

Para determinar si existian diferencias significativas entre las medias de los grupos de los ensayos con los
sobrenadantes de Trichoderma, se utilizé la prueba ANOVA de una via en Microsoft Excel. Para determinar
el tamafio promedio de las AgNPs se utilizd la funcidon de calculos del software Image J (Ruende et al.,
2017). Debido a que el objetivo de este trabajo es de caracter exploratorio se considerd que no era

necesario aplicar pruebas estadisticas inferenciales.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Aislamiento de cepas de Malassezia pachydermatis

Se obtuvo crecimiento de microorganismos de dos muestras de los pacientes sanos y de dos muestras de
los pacientes caninos con signos de Otitis. En la Tabla 2 se puede consultar la informacién de los pacientes
muestreados. Se analizaron las colonias que presentaron rasgos fenotipicos caracteristicos de las
levaduras del género Malassezia (Figura 11A). Al tener diversas colonias en cada placa, se tomd una
muestra de cinco colonias de cada placa y se inocularon con la técnica de picadura en placas cuadriculadas

con medio SDA (Figura 11B). Las placas con cuadricula se incubaron a 37 °C por 7 dias.

Tabla 2. Informacion de los pacientes caninos muestreados de Julio a Septiembre del 2024. En gris claro se marcan
los pacientes sanos y en gris oscuro los pacientes con signos de otitis.

Jackson Macho Mix Labrador 13 afios 35.5Kg No +++ Negativo
Arya Hembra Maltés 5 afios 3Kg No - Negativo
Tomas Macho Mestizo 4 afios 8.6 Kg No - Negativo
Loki Macho Corgi 6 afios 12 Kg No - Positivo
Dulce Hembra Mestizo 12 afios 8.4 Kg No - Negativo
Libertad Hembra Mestizo 0.5 afios 10.9Kg No - Positivo
Petaca Hembra Mestizo 1afio 20 Kg No - Negativo
Charlot Hembra Chihuahuefio 4 afios 1.8 Kg No - Negativo
Maia Hembra Mix Pug 7 afios 6.6 Kg No - Negativo
Prieta Hembra Mestizo 13 afios 40 Kg No - Negativo
Leicy Hembra Mestizo 8 afios 22 Kg Si +++ Positivo
Mila Hembra Weimaraner 12 afios 25 Kg Si +++ Negativo
Lua Hembra | Golden Retriever 7.5 afios 29 Kg Si +++ Positivo

3.2 Identificacion de Malassezia pachydermatis

3.2.1 Identificacién morfoldgica

Se analizaron muestras de las colonias aisladas con el microscopio confocal de barrido laser Olympus

FV1000 tenidas con Calcofluor White. De las veinte colonias analizadas, diecinueve mostraron células
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ovoides y con la forma de huella de zapato. En la llustracion 11E se puede observar la morfologia de una

cepa aislada en este trabajo. El aislado presenté una conformacion caracteristica de las células del género

Malassezia en forma de huella de zapato o de cacahuate y una longitud promedio de 6 um.

Figura 11. Morfologia macroscopica de las cepas (A) CDM1-Mp1, (B) CDM2-Mp2, (C) CDM3-Mp3 y (D) CDM4-Mp4
morfologia colonial de los aislados y (E) una cepa de Malassezia pachydermatis vista con el microscopio confocal de
barrido laser Olympus FV1000 teiiida con Calcofluor White.

Una vez aisladas las cuatro cepas de Malassezia se realizaron pruebas para caracterizarlas. Las cepas
CDM1-Mp1 (Figura 11A) y CDM4-Mp4 (Figura 11D) fueron obtenidas de pacientes sanos y los aislados
CDM2-Mp2 (Figura 11B) y CDM3-Mp3 (Figura 11C) se obtuvieron de pacientes con otitis.

Los aislados CDM1-Mp1 (Figura 12A) y CDM4-Mp4 (Figura 12C) se caracterizaron por tener un crecimiento
promedio de 3-5 dias y generar colonias de tamafio de 4-5 mm después de 7 dias de incubacién. Mientras
que CDM2-Mp2 (Figura 12B) y CDM3-Mp3 (Figura 12C) los aislados de pacientes enfermos, presentaron

colonias de crecimiento promedio de 1-2 dias y de tamafio de 6-7 mm a los 7 dias de incubacién.

En medio SDA y YPDA se observd un patrén similar en cuanto a su crecimiento y su tamafio de colonias;
en medio SDA todas las cepas presentaron una coloracién crema con bordes lisos (Anexo A). En la Tabla 3
se puede leer la informacion que se determiné al analizar la morfologia de las colonias producidas por

estas cepas de Malassezia.



22

Figura 12. Morfologia de las colonias de las cepas (A) CDM1-Mp1y (D) CDM4-Mp4 aisladas de pacientes sanos, y (B)

CDM2-Mp2, (C) CDM3-Mp3 aisladas de pacientes con signos de Otitis Externa.

Tabla 3. Relacién de informacion utilizada para el registro y el control de las cepas de Malassezia aisladas.

Control de Cepas Morfologia
No. Muestra| Paciente Cepas Cédigos Agar Sabour?ud Dextrosa YFDA
Color Tamaio Borde Color Tamaiio Borde
4 Loki CDM4-Mp4| MO/LK Crema 4 mm Liso Crema 4 mm Arrugado
6 Libertad |CDM1-Mpl| M1/LT Crema 5 mm Liso Crema 5 mm Arrugado
11 Leicy CDM2-Mp2| M2/LE Crema 6 mm Liso Crema 6 mm Liso/Arrrugado
13 Lua CDM3-Mp3| M3/LU Crema 7 mm Liso Crema 6 mm Liso
Microscopia Identificacion Molecular Identidad
Cepas §
M. Optico Fotos LSCM | Ext. ADN PCR |Secuenciacion |Filogenia | Género Especie
CDM4-Mp4 Si Si No No No No No Malassezia |sp.
CDM1-Mp1l Si Si Si Si Si Si Si Malassezia |pachydermatis
CDM2-Mp?2 Si Si Si Si Si Si Si Malassezia |pachydermatis
CDM3-Mp3 Si Si No Si Si Si Si Malassezia |pachydermatis
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3.2.2 ldentificacion molecular

La amplificacidn de la regidn ITS con los cebadores ITS5 e ITS4 resultd con un producto de 700 a 750 bp, la
region de ARNr de SSU amplificada con los cebadores NS1 y NS4 produjo una banda de aproximadamente
1200 bp y la region ARN de LSU analizada con los marcadores LROR y LR3 presentd un producto de 550-
620 bp (Figura 13).
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6,000 bp

5,000 bp
4,000 bp
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1,000 bp
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Figura 13. Amplificacion vista en geles de Agarosa al 1%. Region ITS (700 a 750 bp), ARNr de LSU (550-600 bp) y ARNr
de SSU (1200 bp).

En las alineaciones multiples con las secuencias de la region ITS de las tres cepas y de dos cepas de M.
pachydermatis se observé que los aislados CDM2-Mp2 y CDM3-Mp3 compartian mayor similitud entre
ambas y con el aislado de M. pachydermatis CBS:6541 (KY104159.1). El aislado CBS:6541 presentd una
similitud del 99.87% con CDM2-Mp2 y del 100% con CDM3-Mp3. Por otro lado, el asilado CDM1-Mply la
cepa M. pachydermatis MA366 (KY655274.1) presentaron un porcentaje de similitud del 99.67%. La

alineacién multiple de esta regidn se presenta en la Figura 14.

En la Figura 15 se muestra el arbol filogenético hecho con la alineacidon multiple de la region ITS de las
levaduras aisladas en este trabajo, de las cepas de M. pachydermatis, de las otras especies de Malassezia

y de Tilletiopsis minor tomadas de NCBI. En este arbol podemos ver que las ramas que separan a los
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subclados estan bien soportadas y que dentro del subclado de M. pachydermatis se posicionan las

levaduras obtenidas en este trabajo.
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CDM3-Mp2
Mp-CBS-6541
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CDM3-Mp3
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Figura 14. Secuencias de la regidén ITS de las cepas aisladas comparadas con dos cepas de M. pachydermatis
reportadas en NCBI. En rojo se marcan las similitudes y en negro las diferencias.
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Figura 15. Arbol de inferencia filogenética hecho con la regién ITS.

Los resultados obtenidos al realizar la alineacion multiple con la region LSU (Figura 16) demostraron que
los aislados CDM1-Mp1l y M. pachydermatis ML-134 (MF158337.1) presentan un porcentaje de identidad
del 100% en BLASTn. Ademas, que las secuencias de los aislados CDM2-Mp2 y M. pachydermatis ML-135
(MF158338.1) eran idénticas, con 100% de porcentaje de identidad de BLASTn y que CDM3-Mp3 mostré
un porcentaje de identidad del 99.87% con ML-135.
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En el arbol filogenético de esta region (Figura 17) se observé que las cepas obtenidas en este trabajo se
encontraban en el subclado de M. pachydermatis y se confirmé que CDM1-Mp1l presentaba diferencias

con las otras dos cepas.

CDM2-Mp2

Figura 16. Alineacion de las secuencias de la regidon LSU de las cepas aisladas comparadas con dos cepas de M.
pachydermatis reportadas en NCBI. En rojo se marcan las similitudes y en negro las diferencias.
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Figura 17. Arbol de inferencia filogenética hecho con la regién LSU.

Al realizar el andlisis de porcentaje de identidad solamente se encontraron dos aislados de M.

pachydermatis reportadas, la cepa CBS 1879 (NG_062692.1) que presentd un porcentaje de identidad del
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98.34% con CDM1-Mp1, del 99.78% con CMD2-Mp2 y del 99.77% con CDM3-Mp3; el aislado ATTC 14522
(EU192366.1) presentd un 99.65% de similitud con CDM2-Mp2. En la Figura 18 se puede apreciar la
alineacién de las secuencias de esta region. En el arbol filogenético de la Figura 19, se aprecia como el
subclado de M. pachydermatis tiene poco soporte debido a que se utilizaron pocas secuencias para llevar

a cabo este andlisis.

CoM1-Mp1

COM2-Mp2
M-pachydermatis_CBS_1879
COM3-Mp3
M-pachydermatis_ATCC_14522

-pachydermatis_cBS_1879
COM3-Mp3
M-pachydermatis_ATCC_14522 3

CcoMl-Mpl

CoM2-Mp2
M-pachydermatis_CBS_1879
COM3-Mp3
M-pachydermatis_ATCC_14522

COM1-Mpl

2
M-pachydermatis_CBS_1879

M-pachydermatis ATCC_14522

Figura 18. Alineacion de las secuencias de la region SSU de las cepas aisladas y comparadas con dos cepas de M.
pachydermatis reportadas en NCBI. En rojo se muestran las similitudes y en negro las diferencias.
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CDM2-Mp2 Malassezia pachydermatis Malassezia dermatis Malassezia caprae

Figura 19. Arbol de inferencia filogenética hecho con la regién SSU.
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3.3 Biosintesis de las nanoparticulas metadlicas con los sobrenadantes de

Trichoderma ghanense

3.3.1 Obtencidn de los sobrenadantes de Trichoderma spp.

Se observaron diferencias en el patréon de crecimiento entre las distintas especies de Trichoderma
cultivadas en medio PDB. En general, el crecimiento de todas las especies se caracterizé por la formacion
de micelio en agregados esféricos o “pellets”. El micelio presentaba coloraciones del blanco al amarillo
claro, se observo que el medio cambié de turbidez dependiendo de la especie. La especie T. atroviride le
dio un color blanco con turbidez; T. ghanense presenté un medio de color dmbar turbio; T. harzianum

produjo un medio amarillo claro con poca turbidez; la especie identificada como Trichoderma sp. mantuvo

un medio PDB con poca turbidez y de color amarillo ambar (Figura 20).

Figura 20. Cultivos de (A) Trichoderma atroviride, (B) T. ghanense, (C) T. harzianum y (C) Trichoderma spp. en medio
Caldo Papa Dextrosa a 25 °C después de 5 dias.

Figura 21. Sobrenadantes de las diferentes especies de Trichoderma. Sobrenadante 1 (A1) y 2 (A2) de T. asperellum,
sobrenadante 1 (B1) y 2 (B2) de T. atroviride, sobrenadante 1 (C1) y 2 (C2) de T. ghanense, sobrenadante 1 (D1) y 2
(D2) de T. harzianum y sobrenadantes 1 (E1) y 2 (E2) de Trichoderma sp.
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Después de filtrar los sobrenadantes 1 de las cinco especies de Trichoderma mantuvieron un color similar
al observado antes de ser filtrados (Figura 21). Posterior al cultivo de la biomasa fungica en agua
desionizada, los sobrenadantes 2 fueron filtrados; estos se observaron con una claridad no observada en
los SN1. Se hipotetiza que en estos sobrenadantes se encontrard una mayor cantidad de metabolitos
secretados por los hongos debido al estrés de estar en un ambiente sin nutrientes como lo es el agua

desionizada.

3.3.2 Pruebas de actividad antifungica de los sobrenadantes de Trichoderma spp.

En la determinacién de la actividad antifungica de los sobrenadantes se obtuvieron cuatro sobrenadantes
efectivos. El SN1 de Trichoderma sp. y de T. harzianum, el SN2 de T. atroviride mostraron efectos
inhibitorios sobre M. pachydermatis. En ambas pruebas con los controles el KTZ en concentracion de 40
mg/mL se observd un halo de inhibicién promedio de 31.66 + 27.54 mm de diametro, KTZ con una
concentracién de 20 mg/mL el halo fue de 29.67 + 0.5 mm, el halo generado por el agua destilada fue de
0 mm. EI SN1 de T. harzianum presentd un halo de inhibicién de 4 + 6.93 mm, el de Trichoderma sp. de
6.66 mm, T. atroviride, T. asperellum, T. ghanense no mostraron inhibicién. El SN2 de T. atroviride obtuvo
un halo de inhibicién de 12 £ 10.39 mm, las demds especies no generaron halo de inhibicion. En la Figura
22 se muestran placas representativas de las pruebas de difusidn en disco. En los Anexos By C se presentan

los datos y la grafica de estos ensayos.

SN1 T. atroviride
SN1 T. asperellum y 1 S SN2 T. asperellum

A,
SN1 T. ghanense SN2 T. ghanense

e

SN2 Trichoderma sp.

KTZ 20 mg/mL j
SN1 T. harzianum y SN2 T. harzianum

SN1 Trichoderma sp.

Figura 22. Ensayos de la actividad antifungica de los sobrenadantes de Trichoderma spp. Caja Petri con el ensayo de
difusion en disco de los (A) sobrenadantes 1y (B) el ensayo con los sobrenadantes 2.
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3.3.3 Sintesis de las nanoparticulas de plata y de 6xido de cobre

En la biosintesis de nanoparticulas tanto de las AgNPs como de las CUONPs se observd una variacion en

los colores de la solucién resultante dependiente del sobrenadante de Trichoderma utilizado.

Se sintetizaron nanoparticulas de plata con el SN2 de T. atroviride, los sobrenadantes 1y 2 de T. ghanense
y el SN1 de T. harzianum (Figura 23). Las AgNPs obtenidas con los sobrenadantes de Trichoderma
resultaron con colores de tonalidad ambar oscuro, las AgNPs del SN2 de T. ghanense presentando una

tonalidad mas clara (Figura 23C).

Figura 23. Nanoparticulas de plata sintetizadas con sobrenadantes de Trichoderma. (A) AgNPs sintetizadas con el
sobrenadante 2 de T. atroviride, (B) el sobrenadante 1 y (C) el sobrenadante 2 de T. ghanense y (D) con el
sobrenadante 1 de T. harzianum.

También se sintetizaron nanoparticulas de éxido de cobre con los sobrenadantes de tres especies de
Trichoderma (Figura 24). Las CUONPs hechas con el SN2 de T. atroviride resultaron de un color azul celeste
(Figura 24A), las sintetizadas con los sobrenadantes de T. ghanenese presentaron tonos verdes oscuros
(Figura 24B y 24C) y las fabricadas con el SN1 de T. harzianum presentaron un color verde claro (Figura

23D).
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Figura 24. Nanoparticulas de oxido de cobre sintetizadas con los sobrenadantes de Trichoderma. (A) CuONP
biosintetizadas con el SN2 de T. atroviride, (B) el SN1 de T. ghanense y (C) el SN2 de T. ghanense y (D) con el
sobrenadante 1 de T. harzianum.

3.4 Caracterizacion de las nanoparticulas metalicas

Se presenta la caracterizacidon de las nanoparticulas que mostraron potencial inhibitorio contra M.
pachydermatis. Se determiné el potencial Z de las AgNPs y se obtuvo un valor de -25.1 mV (Figura 25A) y
un radio hidrodindmico promedio de 204.6 d.nm (Figura 25B). En la medicidn de espectrofotometria UV-
visible, las AgNPs sintetizadas con el SN2 de T. ghanense mostraron un pico de absorbancia de

aproximadamente 420 nm (Figura 25C).

Al analizar la morfologia de las AgNPs en el TEM (Figura 26A), se observan nanoparticulas semiesféricas
polidispersas con un tamafio promedio de 15.3 + 77.77 y nanoplatos de forma triangular (Figura 26B). Se
aprecio una matriz rodeando las AgNPs que se hipotetiza, es formada por biomoléculas del sobrenadante

2 de Trichoderma ghanense fungiendo como agente estabilizador.
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Figura 25. Caracterizacidn de las nanoparticulas de plata. (A) Distribucion del potencial Zeta de las AgNP. (B) Medicién
del radio hidrodinamico de las AgNP. (C) Grafica de la espectroscopia UV-Visible de las AgNP sintetizadas con el SN2

de Trichoderma ghanense.
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Figura 26. Morfologia y distribucién de tamarfios de las AgNP. (A) Micrografia de TEM magnificacion de 80 kV, barra
de escala de 100 nm. (B) Histograma de los tamarios de las AgNP.

3.5 Pruebas de actividad antifungica de las nanoparticulas metalicas

3.5.1 Ensayos de actividad antifungica

Las CuONPs sintetizadas con los sobrenadantes de tres especies de Trichoderma en concentraciones bajas

no presentaron un efecto antifungico repetible contra la levadura M. pachydermatis; los ensayos se



32
realizaron en triplicado y no se observaron resultados consistentes. En la Figura 27 se observa un ejemplo

de los resultados obtenidos con los ensayos de microdilucién de las CUONPs.

CDM1-Mp1 CDM2-Mp2

5.8 46 s 23
mg/mL  mg/mL  mg/r mg/mL

CuONPs con SN2
de T. atroviride

CuONPs con SN1
de T. ghanense

CuONPs con SN2
de T. ghanense

CuONPs con SN1
de T. harzianum

H,0
Destilada

Figura 27. Resultados de los ensayos de microdilucion en placas de SDA. Nanoparticulas de 6xido de cobre probadas
con CDM1-Mp1 (A) y CDM2-Mp2 (B).

Para las AgNPs se realizd un ensayo inicial de microdilucién donde se probaron concentraciones de 0.38,
0.76, 1.1, 1.5 y 1.9 mg/mL de AgNP. Debido a que los resultados observados a las 24 horas de realizar el
experimento se registré un efecto inhibitorio, se realizar pruebas con las AgNPs del sobrenadante 2 de T.
ghanense y probar concentraciones mas altas para determinar una concentracion minima inhibitoria

contra ambos aislados. En el Anexo B se observan los resultados de esta prueba.

3.5.2 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria de las nanoparticulas de

plata

En los ensayos de la concentracion minima inhibitoria de las AgNP se realizaron ensayos con diferentes
concentraciones de AgNPs y se logrd inhibicidn en concentraciones debajo de 1.5 mg/mL (Figuras 28 y 29).
Se probaron las concentraciones de 0.38, 0.76, 1.1, 1.5, 1.9, 2.2, 2.6 y 3.0 mg/mL. En este ensayo se
determind que la concentracién minima inhibitoria de las AgNPs contra CMD1-Mp1 fue de 1.5 mg/mLy

de 0.76 mg/mL para CDM2-Mp2.
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AgNP del SN2 de Trichoderma ghanense contra CDOM1-Mp1

0.38 mg/mL _0.76 mg/mL

\\

-

H,0 Destilada

Figura 28. Placas representativas de los ensayos para determinar la actividad antiflingica y la CMI de las AgNPs contra
la cepa CDM1-Mp1l posterior a 4 dias de incubacion. Se realizaron tres ensayos con cada concentracion de
nanoparticulas.

AgNP del SN2 de Trichoderma ghanense contra CDM2-Mp2

2.6 mg/mL 3.0 mg/mL 0.38 mg/mL 0.76 mg/mL

1.9 mg/mL 2.2 mg/mL

1.1 mg/mL 1.5 mE/mL ‘ ' ‘ﬁ. A i\

H,O Destilada

Figura 29. Placas representativas de los ensayos para determinar la actividad antifungica y la CMI de las AgNPs contra
la cepa CDM2-Mp2 posterior a 2 dias de incubacidn. Se realizaron tres ensayos con cada concentracion de
nanoparticulas.
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Capitulo 4. Discusion

Se obtuvieron tres aislamientos confirmados y un asilamiento tentativo de M. pachydermatis, a partir de
muestras provenientes de caninos clinicamente sanos y de individuos diagnosticados con OE. El primer
muestreo, realizado de julio a septiembre del 2024, contd con un total de 20 muestras de pacientes
caninos sin signologia de OE, de estos se obtuvieron dos resultados positivos de los pacientes Loki (cepa
CDM4-Mp4) y Libertad (CDM1-Mp1l). Loki era un canino de raza Corgi de 6 afios y 12 kg de peso, los
hisopos usados con él no presentaban exudados; la cepa CDM4-Mp4 se aislé del oido izquierdo de este
canino. La paciente de raza mestiza Libertad tenia 6 meses de edad al momento de la toma de la muestra,
pesaba 10.9 kg y no presentd exudados en sus muestras; la cepa CDM1-Mp1 se aislé de ambos oidos de |a
paciente. En el segundo muestreo, se obtuvieron dos resultados positivos de un total de 3 pacientes con
signos de otitis muestreados. La cepa CDM2-Mp2 se aislé de Leicy, una canina mestiza de 8 afios que
pesaba 22 kg y presentaba abundante exudado en sus muestras. De Lua, una paciente Golden Retriever
de 7.5 afos, se aisld la cepa CDM3-Mp3; al momento de la toma de las muestras, la canina pesaba 29 kg y

presentd copioso exudado en sus muestras.

Los resultados de este aislamiento son concordantes con los reportes de Nufiez y colaboradores del 2022,
quienes aislaron cepas de M. pachydermatis de 8 pacientes sanos en Chile; el aislamiento de M.
pachydermatis de pacientes sanos reportado en ese trabajo y en este proyecto concuerdan con la
naturaleza comensal de esta levadura. Al ser parte de la microbiota cutanea canina, es de esperarse que
se pueda aislar sin problemas de cualquier tipo de paciente. Cuando M. pachydermatis actia como
patdgeno oportunista, esta levadura se reproduce en exceso y es mds probable obtener aislados de este

hongo al tomar muestras de las zonas afectadas por esta levadura (Bond et al., 2020).

El aislamiento de M. pachydermatis no esta libre de retos; los hongos Malassezia son conocidos por ser
lipofilicos, por lo cual para su crecimiento en condiciones de laboratorio se requieren medios de cultivo
adicionados con lipidos para permitir su desarrollo. Malassezia pachydermatis es la Unica especie de este
género que tiene la capacidad de obtener lipidos de medios como el Sabouraud Dextros y el medio
Extracto de Levadura (Guillot et al., 1996). Ademas, se sabe que la temperatura de cultivo puede afectar
el total de microorganismos encontrados en las placas posterior al muestreo. Medina Ibarra (2025) analizdé
las caracteristicas fisioldgicas de las cuatro cepas que obtuvimos en este trabajo. Se observé que los
aislados CDM1-Mp1 y CDM4-Mp4 presentaban un crecimiento similar en velocidad y tamafio al de los

aislados CDM2-Mp2 y CDM3-Mp3 cuando fueron cultivados en medio suplementado con aceite de oliva,
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en comparacién con su crecimiento en medios SDA o YPDA sin lipidos adicionados. Ademas, los aislados
CDM1-Mpl y CDM4-Mp4 no crecian a una temperatura superior a los 37 °C, a diferencia de las cepas
CDM2-Mp2 y CDM3-Mp3 que llegaron a crecer a 40 °C. Esto también se reporta en la literatura, diferentes
cepas de M. pachydermatis presentan diferentes niveles de tolerancia temperaturas, se reporta que
pueden crecer de los 35 a los 40 °C; y que existen cepas de esta especie con una mayor necesidad de

lipidos en el medio de cultivo para crecer.

En cuanto a la identificacidn molecular, la amplificacién de la regién ITS con el cebador directo ITS5 y con
el cebador reverso ITS 4 resultaron con un producto de 700 a 750 pb. Al amplificar esta misma region,
Sugita reportd productos de 698 a 712 pb (Sugita et al., 2005) y el equipo de Puig de 730 pb (Puig et al.,
2017). Las diferencias en los resultados se deben a los diferentes cebadores directos utilizados, mientras
que Sugita y colaboradores utilizaron pITS-F (GTCGTAACAAGGTTAACCTGCGG) en este trabajo se utilizo el
ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAAGG), los cebadores reversos utilizados en ambos trabajos son idénticos: pITS-
R (TCCTCCGCTTATTGATATGC) reportado por Sugita y el ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) utilizado en este
proyecto. El uso de cebadores directos diferentes resultara en productos de la amplificacion con diferentes
longitudes. Los resultados de la amplificacidén de la regién LSU son similares a los obtenidos por Hernandez-
Escarefo en el 2012, donde aislaron varias cepas de M. pachydermatis de distintos caninos de la ciudad
de Monterrey, Nuevo Ledn. En su amplificacion de esta regidn con los marcadores NL-1 y NL-4 encontraron
productos de 600 pb (Hernandez-Escarefio, 2012) y 580 pb (Puig et al., 2017). En este trabajo se amplificd
la regidén LSU con los cebadores LROR y LR3 con los que obtuvimos un producto de 550 a 600 pb. Esto se
debe a que los marcadores utilizados por los equipos de Herndndez-Escarefio y Puig cubren una region
mas extensa de la LSU (Figura 7). La amplificacién de la regién SSU con un producto de 1200 pb, pero
debido a que no hay muchas secuencias de esta regién reportadas en NCBI no se pudo corroborar el

resultado.

Con respecto a los resultados de los sobrenadantes de Trichoderma, se analizaron 10 sobrenadantes de 5
especies de este hongo. Los sobrenadantes 1 de T. harzianum, Trichoderma sp., y T. ghanense; y el
sobrenadante 2 de T. atroviride se consideraron para ser utilizados en pruebas posteriores. En el 2024
Campos Jiménez (2024) midio la actividad de la enzima quitinasa de diferentes formulaciones de AgNPs
biosintetizadas con sobrenadantes de Trichoderma. Sus resultados indicaron que en las AgNPs sintetizadas
con el sobrenadante 2 de Trichoderma ghanense, obtenido de cultivar la biomasa del hongo en agua
desionizada, la enzima quitinasa presente en la suspensién de nanoparticulas seguia activa y realizando su
actividad de hidrolisis de quitina. Por lo mencionado anteriormente, el sobrenadante 2 de T. ghanense se

agrego a mi lista de sobrenadantes para sintetizar las CUONPs y AgNPs.
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Las AgNPs biosintetizadas con el SN2 de T. ghanense presentaron un potencial Z de -25.1 mV, este dato es
consistente con un potencial Z adecuado. En general los resultados de entre - 30 mV a 30 mV hacen
referencia a que las nanoparticulas formadas son estables y se repellen entre ellas, evitado su
aglomeracién (Bhattacharjee, 2016; Planchon et al.,, 2013). Estas AgNP presentaron un radio
hidrodinamico promedio de 204.6 d.nm, este dato determina el tamafio de las nanoparticulas dispersas
en un medio liquido. El tamafio promedio de las AgNPs fue de 15.3 £ 77.77 nm, el valor de desviacion
estdndar se debe a que en la formulacion de AgNPs sintetizadas se obtuvieron ademas de nanoparticulas

también nanoplatos que se aprecian con forma triangular en la 26A.

Una vez sintetizadas, las CUONPs se probaron en ensayos de microdilucidon en placas de 96 pozos, en
concentraciones de 1.1, 2.3, 3.5, 4.6 y 5.8 mg/mL. Estas nanoparticulas no demostraron un efecto
antifungico consistente contra M. pachydermatis. En el trabajo de Garcia-Marin las CUONPs sintetizadas
con sobrenadantes de Trichoderma demostraron efectos antifungicos contra la levadura Candida albicans
en concentraciones a partir de los 39.9 pg/mL. Los resultados de este trabajo probablemente se deben al
grosor de la pared celular de M. pachydermatis, este dermatofito posee una pared celular de 200 nm de
grosor (David et al., 2007; David M et al., 2003) y la pared celular de C. albicans mide de entre 120 a 150
nm (Leonardo et al., 2020). En el mismo trabajo, Garcia-Marin analizé levaduras de C. albicans tratadas
con CuONPs y observd que las nanoparticulas se encontraban acumuladas en la membrana, en la pared y
dentro de la pared, asi como en el espacio intracelular. Por lo cual las CUONP no podrian haber perforado
dicha pared, como se observa en los anilisis realizados por Garcia-Marin en su trabajo con C. albicans del
2022 y llegado a la membrana o al citoplasma, donde tendrian una mayor probabilidad de causar

detrimentos a la célula fungica.

Referente a los resultados observados en los ensayos de microdilucién con las AgNPs en concentraciones
de 0.38,0.76,1.1,1.5,1.9, 2.2, 2.6, 3.0 mg/mL en donde algunas formulaciones de nanoparticulas, como
las sintetizadas con el sobrenadante de T. atroviride, no presentaron efectos antifingicos contra M.
pachydermatis. Estas variaciones se deben a las diferencias encontradas en los sobrenadantes de cada
especie de Trichoderma. Entre las cinco especies analizadas en este trabajo se determind que las AgNPs
fabricadas con sobrenadantes de T. ghanense mantuvieron un efecto antifingico sobre M. pachydermatis.
Hipotetizamos que se debe a la presencia de metabolitos secundarios producidos por T. ghanense como
quitinasa, manosa-deshidrogenasa, glucanasa, etc. Esto se reportd en el trabajo de (Gonzalez et al., 2024)
donde determind que el extracto de T. asperellum T8a al ser co-cultivado con N. crassa presentaba
actividad fungistatica contra B. cinerea y F. solani; un andlisis de este extracto demostré la presencia de

celulasa, quitinasa y N-acetil hexosaminidasa, enzimas liticas de diferentes componentes de células
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vegetales y fungicas. Similarmente, el trabajo de Campos Jiménez (2024) dilucidé que las CuONPs
sintetizadas con el SN2 de T. ghanense mantuvieron la actividad de la enzima quitinasa; esta enzima

degrada la quitina de la pared celular de los hongos.

En un estudio del 2019, el equipo de Mussin probd AgNPs de origen quimico con un tamafio de 15 nm; en
ese trabajo reportan CMI contra indculos de 0.5 — 2.5 x 10° UFC/mL de Malassezia furfur de 0.06 hasta 2.0
mg/mL (Mussin et al., 2019). El equipo de Anwar también analizé los efectos de AgNPs quimicas contra un
indculo de 10° UFC/mL de M. furfur, donde obtuvieron CMI de 0.2 mg/mL con nanoparticulas de 20 y 50
nm. Por otro lado, las AgNPs biosintetizadas con el filtrado libre de células de la actinobacteria Pilimelia
columellifera subsp. pallida presentaron una CMI de 16 pg/mL contra M. furfur y de 64 pug/mL contra C.
albicans (Wypij et al., 2017). En otro trabajo probaron AgNPs sintetizadas con extractos de la planta
Azadirachta indica contra M. pachydermatis y M. globosa; sintetizaron nanoparticulas con
concentraciones de 25 hasta 200 mM de AgNOs, obtuvieron AgNPs de 40 a 50 nm de tamafio. Las AgNPs
presentaron halos de inhibicion en ensayos de difusién en pozos con concentraciones de 2, 3 y 4 mg/mL
(Saranya et al., 2016). Las diferencias de los resultados de esos estudios con los de este trabajo varian por
el origen y tamafo de las AgNPs, asi como la especie y la concentracién de inéculo de Malassezia utilizado.
El filtrado de la actinobacteria posee biomoléculas desconocidas que pudieron generar un efecto
antifingico mayor que el de los sobrenadantes de Trichoderma. Ademas de su tamafio y forma, la
composicion quimica de las NPM de origen quimico les confiere propiedades antimicrobianas y citotdxicas
(Zzhang et al., 2022), por lo que en el presente estudio se optd por la biosintesis de AgNPs reduciendo los
posibles efectos citotdxicos de la AgNPs. En el trabajo de Saranya y colaboradores obtuvieron su maximo
potencial de inhibicién con 4 mg/mL de AgNPs en concentraciones de AgNO3 de 50 a 200 mM; mientras
gue en este proyecto encontramos inhibicidn total de dos cepas de M. pachydermatis con concentraciones
de 0.76 mg/mL y 1.5 mg/mL con concentracién de AgNO; de 5 mM. Obtuvimos resultados en
concentraciones mas bajas que el equipo de Saranya debido al tamafio de las AgNPs, las de Saranya
median de 40 a 50 nm vy las sintetizadas en este trabajo median 15.3 nm lo cual les permite penetrar con
facilidad la membrana y pared celulares de M. pachydermatis. Ademas, de las concentraciones de AgNO;
su metodologia también difiere con la nuestra en que para su sintesis no modifican el pH y dejan que la
reaccién ocurra a temperatura ambiente; ambos factores afectaran el tamafio y estabilidad de las AgNPs

resultantes (Armendariz et al., 2004; Rai et al., 2006).

La sintesis bioldgica permite explorar nuevas aplicaciones de las nanoparticulas metalicas, especialmente
en las dreas médicas. Al utilizar sustancias provenientes de microorganismos no patdgenos, se asegura

que sean biocompatibles con organismos vivos, caracteristica que se necesita para generar efectos
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terapéuticos o antimicrobianos sin perjudicar al paciente. La biosintesis de NPM no requiere equipos de
laboratorio costosos o sofisticados, utiliza reactivos econdmicos y sencillos de obtener. Ademas, no
requiere agregar un agente reductor y uno estabilizante, debido a que las biomoléculas presentes en el
sobrenadante realizan esas reacciones (Dinkshit et al., 2021). Todo esto permite realizar estudios

cientificos con nanoparticulas con costos relativamente bajos.
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Capitulo 5. Conclusiones

El aislado de tres cepas de Malassezia pachydermatis del canal auditivo externo de pacientes caninos
sanos y con otitis confirmé los datos ya reportados que indicaban que es posible obtener a estos

organismos al tomar muestras de la piel de caninos con o sin patologias relacionadas con Malassezia.

Los sobrenadantes de las especies de Trichoderma obtenidos en este trabajo presentaron una baja

actividad antifungica sobre las cepas Malassezia pachydermatis.

Las CuONPs obtenidas con los sobrenadantes de Trichoderma presentaron efectos no consistentes sobre
Malassezia pachydermatis, por lo cual es posible que se requieran concentraciones mas altas contra esta

levadura.

Las AgNPs sintetizadas con el sobrenadante 2 de Trichoderma ghanense presentaron un tamafio promedio
de 15.3 nm, poseen un potencial Z de -25.1, un didmetro hidrodinamico de 204.6 nm y un pico de
absorbancia de 420 nm, las cuales efectos antifingicos en concentraciones muy bajas, de 1.5 mg/mL

contra CDM1-Mp1y de 0.76 mg/mL contra CDM2-Mp?2.
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Anexos

Anexo A
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Figura 30. Pruebas de medicidn de tamafo de colonias de las cepas de M. pachydermatis. (A) Colonias al dia 0 en
SDA, (B) colonias al dia 5 en SDA, (C) colonias al dia 7 en SDA, (D) colonias al dia 0 en YPDA, (E) colonias al dia 5 en
YPDA, (F) colonias al dia 7 en YPDA.



Anexo B

Tabla 4. Datos de los ensayos de inhibicidn con los sobrenadantes de Trichoderma.

Tratamieto SN1 SN2
T. asperellum 0 0
T. atroviride 3.33+5.77 12 +10.39
T. ghanense 0 0
T. harzianum 4+6.93 0.00
TH-25 6.67£6.11 0.00
KTZ 40 mg/mL 31.67 £ 27.54 33.33 £ 28.86
KTZ 20 mg/mL 300 29.67 £ 0.5
H.0 0 0
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Anexo C
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Figura 31. Grafica de barras representativa de los ensayos de inhibicidn con los sobrenadantes. Barras de error con

la desviacion estandar. *p < 0.05 (ANOVA de una via).



Anexo D
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Figura 32. Resultados de pruebas preliminares para seleccion de AgNP efectivas contra M. pachydermatis. (A) Placa
con los resultados de las AgNP contra CDM1-Mp1, (B) resultados de las AgNP contra CDM2-Mp2 después de 24 horas

del tratamiento.



