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GLOSARIO

Acidos carboxilicos: Compuestos organicos que poseen un grupo funcional carboxilo.
Acidos grasos: Es una biomolécula de naturaleza lipidica formada por una larga cadena
hidrocarbonada lineal, de diferente longitud en cuyo extremo hay un grupo carboxilo.
Actividad citotdxica: Es la capacidad que tienen algunas células para ser toxicas.
Actividad queratolitica: Es la capacidad que tiene un farmaco para tratar lesiones de
exceso de células producidas por la epidermis.

Agente etioldgico: Organismo bioldgico capaz de producir enfermedad.

Anfotericina B: Es un antifungico constituido por grupos aminos y carboxilicos.
Azoles: Son antifungicos que estan formados por un anillo imidazélico libre unido
mediante enlace carbono-nitrogeno a otros anillos aromaticos

B-glucosidasa: Es una enzima glucosidasa que posee actividad hidrolitica y transferasa
(cataliza la transferencia de un grupo funcional)

Basidiomiceto: Es una division del reino Fungi que incluye los hongos que producen
basidios con basidiosporas.

Blastoconidios: Son esporas formadas por gemacion como resultado de la reproduccién
asexual de origen blastico en varios hongos.

Catalasa: Es una enzima que cataliza la descomposicion del peréxido de hidrdégeno en
oxigeno y agua.

Capa cornea: Es la capa mas externa de la epidermis

Concentracion Minima Inhibitoria: Es la concentracion mas baja de un antimicrobiano
que inhibe el crecimiento de un microorganismo.

Dermatofito: Son hongos filamentosos que invaden las capas superficiales
queratinizadas de la piel, pelos y ufas.

Enlace glucosidico: Es el enlace por el cual un glicido se une con otra molécula.
Epidermis: Es la capa exterior de la piel.

Ergosterol: Es el principal componente de las membranas celulares de hongos.
Esculetina: Es un antioxidante que modula el balance redox en diferentes células con
propiedades antiinflamatorias y antitumorales.

Esculina: Reacciona con los iones de hierro para formar un compuesto negro.



Esporas: Es una célula haploide unicelular o pluricelular que se forma para la dispersion
y supervivencia por largo tiempo en condiciones adversas.

Esteroles: Componente de la membrana celular de hongos y levaduras

Eucariota: Son organismos que poseen células con pared celular, organulos y nucleo
verdadero

Exdgenos: Sustancia, 6rgano, agente o estimulo que se origina o forma fuera del
organismo.

Extracto etandlico: Preparado que se obtiene macerando una planta en etanol.
Filamentos: Son células cilindricas rodeadas por una pared celular tubular que forman
las unidades estructurales de los hongos, también conocidos como hifas.

Floema: Tejido conductor que transporta nutrientes producidos en la parte aérea
fotosintética y autotrofa hacia la parte subterranea, no fotosintética y heterdtrofas de las
plantas vasculares.

Foliculos pilosos: Son cavidades en la piel que dan origen al crecimiento de los vellos
Glandulas sebaceas: Se encuentran en la piel, formadas por células llenas de lipidos cuya
funcion es lubricar y proteger la piel

Hepatocito: Células que realizan las funciones metabolicas del higado.

Hidrolasa: Es una enzima que cataliza la hidrolisis (reaccion entre el agua y otra
molécula).

Hifas: Son filamentos fungicos que se originan a partir de las esporas que conforman los
cuerpos fructiferos de los hongos macroscépicos y hongos unicelulares o pluricelulares.
Hospedero: Es un organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si, en una
simbiosis de parasitismo, mutualismo o comensalismo.

Levaduras: Son hongos microscépicos unicelulares que se reproducen asexualmente por
gemacion o biparticion.

Lipido: Molécula bioldgica insoluble en agua y rica en energias

Lipodependiente: Necesidad de lipidos exdgenos para crecer.

Lipofilico: Afinidad por los lipidos.

Melanina: Es una sustancia natural que le da color a los ojos, al cabello y a la piel.
Melanocitos: Células de la piel que producen melanina

Melanosoma: Es un organulo o compartimiento donde se sintetiza, almacena y transporta
la melanina.

Micelio: Conjunto de hifas que forman el cuerpo de un hongo.
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Micosis: Enfermedad producida por hongos.

Patdgeno: Microorganismo que puede causar enfermedad a su huésped.
Permeabilidad: Es la capacidad que tiene un material de permitirle a un fluido que lo
atraviese sin alterar su composicion

Procariota: Son organismos que carecen de ndcleo verdadero y su ADN se encuentra
disperso en el citoplasma

Saprobio: Organismo que se nutre de los residuos de otros organismos.

Sintasa: Es una enzima que cataliza la union de dos sustratos sin la presencia de ATP.
Tirosina: Es un aminoacido precursor de neurotransmisores, de hormonas y melanina.
Tubos cribosos: Células vivas anucleadas que son el principal conductor del floema.
Vastago: Es la unidad formada por tallo, hojas y flores

Zoofilico: Contagio o transmision a los humanos a través del contacto con los animales



RESUMEN

La pitiriasis versicolor es una enfermedad infecciosa de distribucion mundial que afecta
a la piel, la cual es originada por hongos del género Malassezia y en los ultimos afios se
ha reportado en nuestro pais una prevalencia de casos principalmente en los
departamentos de Lima y Loreto.

En la presente tesis se tuvo como objetivo evaluar la actividad antiflngica in vitro del
extracto etandlico de las cortezas de Virola calophylla Warb., Vismia amazonica Ewan e
Iryanthera juruensis Warb. a través de pruebas de sensibilidad antifiungica contra
Malassezia furfur ATCC 14521. Para ello se realizé la colecta de las muestras y cortezas
vegetales en el CIEFOR (Centro de Investigacion y Ensefianza Forestal) en Puerto
Almendra de la Facultad de Ciencias Forestales de la UNAP en Loreto, Perd. La
identificacion y autenticidad de las muestras botanicas herborizadas se realizaron en el
laboratorio de Botanica Aplicada de la UPCH, luego fueron acreditadas y depositadas en
el herbario del Museo de Historia Natural de la UNMSM.

En nuestros resultados se demostré que los extractos etanolicos de Virola calophylla y
Vismia amazonica presentaron actividad frente a M. furfur ATCC 14521 en los métodos
de sensibilidad antifungica evaluados, mientras que Iryanthera juruensis no tuvo efecto
en ninguno de los ensayos. Con respecto a los valores obtenidos por el método de difusion
en pozos en SDAO T40, se observd que Virola calophylla posee mas actividad sobre
Malassezia furfur al formar halos de inhibicién de mayor medida desde las diluciones de
500 mg/ml hasta 62.5 mg/ml en DMSO al 100%, en comparacion a Vismia amazonica
que solo formd halos de inhibicion a la concentracion de 500 mg/ml en DMSO al 100%
y de menor tamafio. Por otro lado, al determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) por el método de microdilucion en SDBO T40 ante Malassezia furfur, se obtuvo
una CMI de 62.5 mg/ml en DMSO al 10% para V. calophylla y V. amazonica.
Por lo tanto, se concluye gue el extracto etanolico de las cortezas de Virola calophylla y

Vismia amazonica poseen actividad antifungica in vitro contra M. furfur ATCC 14521.

PALABRAS CLAVE
Actividad antifungica Iryanthera juruensis Malassezia furfur ATCC 14521

Virola calophylla  Vismia amazonica



ABSTRACT

Pityriasis versicolor is a worldwide infectious skin disease caused by fungi of the genus
Malassezia. In recent years, a prevalence of cases has been reported in our country,
mainly in the departments of Lima and Loreto.

The objective of this thesis was to evaluate the in vitro antifungal activity of the ethanolic
extract of the bark of Virola calophylla Warb., Vismia amazonica Ewan and Iryanthera
juruensis Warb. through antifungal sensitivity tests against Malassezia furfur
ATCC 14521. To this end, plant samples and barks were collected at the CIEFOR
(Forestry Research and Teaching Center) in Puerto Almendra, located at the Faculty of
Forestry Sciences of the UNAP in Loreto, Peru. The botanical samples were identified
and authenticated in the Applied Botany Laboratory of the UPCH. They were then
certified and deposited in the herbarium of the Natural History Museum of the UNMSM.
Our results showed that ethanolic extracts of Virola calophylla and Vismia amazonica
showed activity against M. furfur ATCC 14521 in the antifungal susceptibility methods
evaluated, while Iryanthera juruensis had no effect in any of the assays. Regarding the
values obtained by the well diffusion method in SDAO T40, it was observed that Virola
calophylla has more activity on Malassezia furfur by forming inhibition halos of greater
extent from dilutions of 500 mg/ml to 62.5 mg/ml in 100% DMSO, compared to Vismia
amazonica which only formed inhibition halos at the concentration of 500 mg/ml in 100%
DMSO and of smaller size. Furthermore, when determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) by the microdilution method in SDBO T40 against Malassezia
furfur, an MIC of 62.5 mg/ml in 10% DMSO was obtained for V. calophylla and V.
amazonica. Therefore, it is concluded that the ethanolic extract of the barks of Virola
calophylla and Vismia amazonica possess in vitro antifungal activity against M. furfur
ATCC 14521.

KEYWORDS
Antifungal activity  Iryanthera juruensis  Pityriasis versicolor  Virola calophylla

Vismia amazonica



I.- INTRODUCCION

Los hongos fueron uno de los primeros organismos que surgieron en nuestro planeta, los
cuales estan constituidos por células eucariotas, a diferencia de las bacterias que estan
formadas por células procariotas. Los hongos pueden ser unicelulares como las levaduras
o0 multicelulares como las hifas que forman la unidad fundamental de los hongos
filamentosos y el conjunto de las mismas se denomina micelio y el agrupamiento de este
ultimo forma la colonia del hongo (1). En término de micosis se habla de enfermedades
infecciosas, las cuales son ocasionadas por hongos patégenos que se caracterizan por
sobrevivir como microorganismos en un hospedero como humanos, animales y vegetales
) (3).

Hoy en dia, se ha reportado mas de 300 especies de hongos con potencial patégeno en
seres humanos y aproximadamente el 90 % de las infecciosas micoticas humanas son
ocasionadas en su mayoria por los géneros Candida, Fusarium, Aspergillus,
Trichophyton, Cladosporium, Sporothrix, Cryptococcus, Microsporum, Malassezia,
Epidermophyton y Pneumocystis spp, entre otros; los cuales han sido combatidos con
farmacos antifingicos de amplio espectro como los azoles y la anfotericina B que
principalmente inhiben la biosintesis del ergosterol y en consecuencia dafian la membrana
celular de los hongos, ocasionando la muerte de los mismos (4) (5). Sin embargo, la alta
toxicidad y el desarrollo de resistencia asociados al uso clinico de azoles y anfotericina
B, han generado la busqueda de nuevos agentes antimicoticos para tratar enfermedades
originadas por hongos patdgenos (6). Por lo cual se han buscado nuevos compuestos
quimicos presentes en las plantas para controlar las infecciones provocadas por hongos,
puesto que las plantas son una fuente rica de una gran diversidad de metabolitos
secundarios con principios bioactivos como alcaloides, saponinas, taninos, terpenoides,

flavonoides y otros que poseen actividad antifungica (7).



1.1 Pitiriasis Versicolor

1.1.1 Historia de Malassezia furfur

Las primeras descripciones fueron reportadas por Robert William, pero en 1846 Eichstedt
reconocio la existencia de filamentos y levaduras en la piel de pacientes con pitiriasis
versicolor (8). En 1853 Robin aislé el hongo y lo considerd un dermatofito, nombré al
agente Microsporon furfur y a la afeccion, tinea versicolor. En 1889 Baillon propuso el
género Malassezia en honor a Malassez y a M. furfur como agente etiologico (9) (10). En
los siguientes afios se reconocieron los nombres Malassezia furfur, Pityrosporum ovale y
Pityrosporum orbiculare, de los cuales los dos ultimos han dejado de utilizarse (11). En
1930 Beham argument6 los impedimentos para cultivar Malassezia furfur, puesto que el
medio de cultivo necesitaba tener una sustancia que favoreciera el crecimiento del hongo
(12). En 1969 Sternberg y Keddie detectaron los mismos componentes antigénicos en
Pityrosporum orbiculare y Malassezia furfur mediante la técnica de anticuerpos
fluorescentes (13). Actualmente el género Malassezia incluye 14 especies de hongos
basidiomicetos, 13 lipofilicas entre las cuales se encuentra M. furfur y una no

lipodependiente conocida como M. Pachydermatis (14).

1.1.2 Epidemiologia

Es una enfermedad distribuida a nivel mundial que afecta a sujetos sanos de ambos sexos,
principalmente adultos jovenes; es predominante en regiones tropicales y subtropicales
con incidencia del 32 % en estas areas (9) (15). Comprende el 5 % de las micosis en
general y el 20 % de las superficiales; se observa en cualquier raza, estado
socioecondémico y en pacientes inmunosuprimidos (10). La mayoria de los casos de
pitiriasis versicolor han sido reportados en zonas de Centro y Sudamérica, Africa, en el
Mediterraneo, India y la Polinesia (15). Por otro lado, las especies de Malassezia spp se
han identificado en la piel de animales como 0so0s, puercos, rinocerontes, elefantes,

pajaros, monos y perros (10).

1.1.3 Agente Etioldgico

Actualmente, existe mucha controversia cientifica sobre el agente causal de esta

enfermedad, ya que se ha encontrado que distintas especies de Malassezia spp pueden



generar pitiriasis versicolor. Por muchos afios, Malassezia furfur fue considerado como
el organismo mas importante que causaba pitiriasis versicolor (16). Aunque, en la
literatura y en la mayoria de las recientes investigaciones sefialan a Malassezia globosa
como el principal agente etiologico de la pitiriasis versicolor, puesto que en gran parte de
los casos clinicos han aislado especificamente a M. globosa dentro de un alto porcentaje
de pacientes con pitiriasis versicolor alrededor del mundo (17) (18).

En un estudio realizado en Chile, se identificé a Malassezia pachydermatis como agente
causal de la pitiriasis versicolor en humanos y como posible fuente de transmisién hacia
animales domésticos, debido a que M. pachydermatis es zoofilica (19). Por otro lado, hay
algunos estudios que indican cémo la especie mas importante causante de esta
enfermedad a Malassezia sympodialis en zonas de la India, Argentina y Canada y a
Malassezia furfur en Panama, Indonesia y Brasil (8) (20) (18) (21). En Lima (Pert)
sefialan a M. obtusa M. slooffiae como patdgenos de la pitiriasis versicolor (22).

Debido a maltiples investigaciones realizadas, sigue siendo un debate cientifico saber si
hay més de una especie de Malassezia spp implicada en la pitiriasis versicolor. Hay
hipdtesis que sugieren a M. globosa como el agente predominante en zonas templadas y
a M. furfur prevaleciente en zonas tropicales, lo cual indica que la pitiriasis versicolor es
una micosis ocasionada por mas de un agente patdgeno de un mismo género, segun la

distribucién geografica y las caracteristicas climaticas (18) (23).

1.1.4 Lipodependencia

La pitiriasis versicolor es una micosis causada por hongos patdgenos lipodependientes
del género Malassezia spp (11). La lipofilicidad es una de las principales caracteristicas
de estas especies, debido a un defecto que tienen en sintetizar acidos grasos y requieren
de acidos grasos exdgenos para sobrevivir. Por lo cual, la mayoria de estos hongos son
aislados de zonas del cuerpo que presentan muchas glandulas sebaceas (19). Sin embargo,
Malassezia pachydermatis es considerada como la Unica especie lipofilica pero no es
lipodependiente causante de pitiriasis versicolor, ya que requiere de minimas cantidades
de lipidos exd6genos para crecer (24).

A nivel gendmico, se ha comprobado la ausencia de un gen codificante para la sintasa de
acidos grasos en todas las especies de Malassezia, pero esta deficiencia enzimatica es
compensada por la presencia de muchos genes codificantes para hidrolasas y asi poder

hidrolizar los lipidos externos para obtener &cidos grasos (25).



1.1.5 Caracteristicas Clinicas

La pitiriasis versicolor es una enfermedad asintomatica que causa cambios desiguales en
el color de la piel y provoca problemas estéticos en los pacientes (8). Las lesiones que
aparecen en la piel suelen ser hipocrémicas (hipopigmentadas o blancas) que son las mas
comunes, hipercrémicas (hiperpigmentadas o marrén claro) y mixtas (hipocrémicas e
hipercromicas) como se observa en la Fig. 1 (18). Las lesiones hipocromicas son mas
frecuentes en piel morena y las hipercromicas en piel blanca, aunque se han registrado
casos inversos o mixtos independientemente del color de la piel (11). Los lugares mas
afectados del cuerpo son donde predominan las glandulas sebéaceas, debido a la
lipodependencia del hongo. En adultos, las zonas més afectadas son el abdomen, cuello,
la parte anterior y posterior del tronco, mientras que las zonas menos afectadas son la
cara, el cuero cabelludo y los genitales. En nifios y neonatos las zonas mas frecuentes son
la cara, las extremidades, el cuero cabelludo, las nalgas, la parte anterior y posterior del
tronco (9) (10).

Figura 1. Distintos tipos de lesiones causadas por la pitiriasis versicolor: (A) mixtas, (B)

hipocrémicas y (C) hipercromicas

1.1.6 Histopatologia

El género Malassezia spp infecta la parte superficial de la capa cérnea de la epidermis,
localizandose entre las células cdrneas y penetrando dentro de las mismas (8). En las

muestras de biopsias de pacientes con pitiriasis versicolor se ve la presencia de hifas y



esporas en la superficie del estrato corneo, las cuales se evidencian facilmente con la
tincién de hematoxilina-eosina como se observa en la Fig. 2 (26) (27).

En su fase de levadura, Malassezia spp vive como saprobio en la piel seborreica y en los
foliculos pilosos; para producir pitiriasis versicolor es necesaria su transformacion a la
fase micelial (patdgena) (9). Una vez que los micelios se localizan en la capa cornea, estos
producen &cidos dicarboxilicos como el &cido azelaico que inhibe a la tirosinasa (enzima
que cataliza la produccién de melanina) y un posible efecto citotoxico sobre los
melanocitos, lo cual explica la caracteristica hipocromica de la pitiriasis versicolor (27).
Sin embargo, Gothamy y sus colaboradores demostraron que Malassezia furfur “in vitro”
no actla desintegrando o aprovechando la tirosina y creen que la hipocromia es causada
por algun bloqueo durante la sintesis de la melanina por productos originados en el
metabolismo del hongo, sin el uso de la tirosina (8). Por otro lado, en las lesiones
hiperpigmentadas se observan grandes melanosomas y la descamacion parece ser

consecuencia de la actividad queratolitica del hongo (9).
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Figura 2. Hifas y esporas (sefialadas) presentes en la capa cornea de la epidermis

1.1.7 Diagnostico Médico

Las pruebas de laboratorio como los analisis microscopicos de muestras con distintos
tipos de tinciones son las mas usadas para el diagnostico médico de la pitiriasis versicolor.
El examen con KOH se efectla a través de la visualizacién microscopica directa de los
elementos fangicos como blastoconidios y filamentos cortos en muestras de escamas
epidérmicas tratadas con hidréxido de potasio (KOH) al 10 % con o sin blanco calcofltor

y adicionando tinta azul de Parker o solucion de Albert (11) (15).



En la biopsia se extrae una muestra de piel lesionada, la cual es tefiida con acido peryodico
— Schiff (PAS) y se observan al microscopio las estructuras fungicas como filamentos y
blastoconidios que se encuentran en la capa cornea del tejido epitelial. Por otro lado, la
técnica de Luz de Wood es utilizada en consultorios 0 en casos poco extensos y se realiza
en un cuarto oscuro con una lampara de Wood que emite luz ultravioleta de baja
intensidad y las lesiones dan una fluorescencia amarillo-verdosa caracteristica, la cual
también es Gtil para comprobar la eficacia del tratamiento, la cual se corrobora con la

ausencia de fluorescencia (11) (12).
1.1.8 Pruebas Bioquimicas y Fisioldgicas

1.1.8.1 Test de la catalasa

En un portaobjeto se coloca una gota de agua oxigenada (peréxido de hidrégeno) en
contacto con una colonia de levadura. Malassezia spp al poseer actividad catalasa,
presenta un resultado positivo con liberacion de gas, puesto que esta enzima descompone

el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno (28).

1.1.8.2 Actividad B-glucosidasa

Algunas especies de Malassezia spp tienen la enzima B-glucosidasa, la cual hidroliza el
enlace glucosidico de la esculina para liberar glucosa y esculetina. Se inoculan las
levaduras de Malassezia spp en picadura en agar esculina en tubo y se cultivan a 32°C
por cinco dias. Si la reaccion es positiva, se observa un ennegrecimiento del medio por la

reaccion del grupo fendlico de la esculetina con el hierro (25).

1.1.8.3 Termotolerancia

Los hongos del género Malassezia spp se caracterizan por crecer a diferentes
temperaturas, lo cual permite identificarlos a nivel de especie. Se consideran los valores
de crecimiento a las temperaturas de 32°C, 37°C y 40°C (25) (29).

1.1.8.4 Asimilacién de Tween y Cremophor EL

En esta prueba se determina la capacidad que tienen las distintas especies de Malassezia
spp para desarrollarse en un medio de cultivo suplementado individualmente con
Cremophor EL, Tween 20, 40, 60 y 80. Los resultados se ven mediante la asimilacién de
cada Tween y del Cremophor luego de cultivar a 32°C y observar patrones de crecimiento

microbiano cada 24 horas hasta diez dias de incubacion (25) (29).



1.1.9 Analisis Molecular

Las distintas técnicas de PCR son las méas utilizadas para detectar especies de Malassezia
sp amplificando genes ribosomales en varios estudios clinicos (30). Por ejemplo, la
RAPD-PCR realiza la caracterizacion genética e investiga la identidad de las cepas a nivel
molecular y el ADN gendmico de algunas especies de Malassezia sp como Malassezia
furfur (31). La qPCR permite identificar y cuantificar el DNA amplificado permitiendo
estimar la poblacién de especies de Malassezia sp (32). La PCRs multiplex detecta
simultdneamente diversas especies de Malassezia sp en humanos y la PCR-fingerpriting
es un analisis que ayuda a investigar las asociaciones filogeograficas de cepas de
Malassezia furfur (33).

El método de AFLP es util para la identificacion de distintos tipos genéticos dentro de las
especies de Malassezia sp. Este procedimiento tiene el potencial de analizar una mayor
cantidad de loci para polimorfismos e ilustran un amplio rango de la submuestra de todo
el genoma, también permite encontrar importantes patrones epidemiolégicos dentro de
las especies de Malassezia sp y diferenciar entre sus cepas cuando no se puede identificar
con pruebas fisiologicas (34).

El procedimiento de PFGE ha sido empleado para determinar el cariotipo y la variabilidad
genética intraespecifica del género Malassezia sp. Sin embargo, esta técnica es limitada,
debido a la costosa instrumentacion requerida, el tiempo y la dificultad que implica la

interpretacion de los resultados (12) (25).

1.1.10 Tratamiento

1.1.10.1 Via Topica

Los tratamientos topicos efectivos para combatir la pitiriasis versicolor es mediante el uso
de lociones, cremas, champus, jabones y soluciones acuosas, los cuales se recomiendan
aplicar una o dos veces al dia por distintos periodos de tiempo hasta mejorar los sintomas
clinicos (10). Se sugiere utilizar champus y cremas con azufre, derivados del alquitran de
hulla, ketoconazol al 2 %, climbazol al 2 %, ciclopiroxolamina al 1.5 % por 10 a 20 dias
(12).

También se recomienda emplear soluciones acuosas de propilenglicol, hiposulfito de

sodio al 20 %, tintura de yodo; jabones y lociones con acido salicilico y derivados azolicos



como sustancias antimicdticas; champus con piritionato de zinc o disulfuro de selenio
(27).

Durante el tratamiento se advierte no usar vehiculos aceitosos debido a la naturaleza
lipofilica del hongo y cambiarse de prendas constantemente. Ademas, se debe evitar la
exposicion a factores desencadenantes como sudoracion excesiva, altas temperaturas y

abundante humedad que aumentan el crecimiento del hongo (35).

1.1.10.2 Via Oral

Los tratamientos orales para tratar la pitiriasis versicolor son recomendados cuando la
infeccion es grave o persistente, ya que pueden causar efectos adversos en el organismo.
Se utiliza 200 mg de itraconazol diario por 7 dias, 600 mg de fluconazol por dia durante
dos semanas, 200 mg de pramiconazol por 3 dias, 200 mg ketoconazol durante 10 dias y
200 mg de voriconazol cada 12 horas por 5 dias (9) (36).

1.1.11 Agente Patogeno: Malassezia furfur ATCC 14521

1.1.11.1 Clasificacion Taxonémica
Reino: Fungi

Divisién: Basidiomycota
Subdivisién: Ustilaginomycotina
Clase: Ustilaginomyceto

Orden: Malasseziales

Familia : Malasseziaceae

Geénero : Malassezia spp.

Especie : Malassezia furfur (37)

1.1.11.2 Secuencia Genética

Malassezia furfur strain ATCC 14521 28S large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence (38):

1 atatcattaa  gcggaggaaa agaaactaac aaggattccc  ctagtaacgg cgagtgaaga
61 gggaagagct caaatttgaa  agctggtacc  ttcggtatcc  gegttgtaac  ctcgagacac
121 gttttccgtg ~ cggegetatg  gacaagttcc  ttggaacagg acatcgtaga  gggtgaaaat
181 cccgtacttg  ccatggatgt — accgtgcttt  gcgatacgtg  ctctaagagt  cgagttgttt
241 gggattgcag  ctcaaaatgg gtggtagact ccatctaaag ctaaatatcy  gggagagacc
301 gatagcgaac aagtaccgtg agggaaagat gaaaagcact ttggaaagag —agttaaaagt
361 acgtgaaatt gtcgaaaggg aagcgettga agtcagccat  gecgetcagg  actcagectg
421 gcttttgett  ggtgtatttc  ctgggtagca  agtcagcatt  ggtttggatc  gtcggagaag
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481 catagtcgga atgtggcgcc  ctcgggegtg ttatagectt  ctattggata cgacgatcta
541 gaccaaggaa cgcagcgcgc cttatggcgg —gtcttcggac  accttcgege  ttaggatgct
601 ggcgtaatgg ctttaagtgg c

1.1.11.3 Medios de Cultivo

Los medios de cultivo para Malassezia furfur ATCC 14521 deben contener suplementos
lipidicos en su composicion, debido al defecto que tiene en sintetizar acidos grasos y
requieren de acidos grasos exdgenos para sobrevivir (24). Es por ello que los medios de
cultivo mas usados y especificos para el crecimiento in vitro de Malassezia furfur ATCC
14521 son en estado solido (agar) o liquido como el medio Dixon modificado (mDixon),
medio Leeming y Notman modificado (MLN), agar y/o caldo Sabouraud dextrosa

suplementado con aceite de oliva (39) (40).

1.1.11.4 Caracteristicas Morfologicas

Las colonias de Malassezia furfur ATCC 14521 en agar mDixon son de color crema
opaco, lisas y con elevacion convexa. A nivel microscopico las células son ovaladas,
cilindricas o esféricas, simples o en pares y en gemacion, formando ocasionalmente

cadenas cortas (40).

1.2 Especies Botanicas Usadas Contra Malassezia furfur ATCC 14521

1.2.1 Iryanthera juruensis Warb.

1.2.1.1 Clasificacion Taxonomica
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Magnoliidae

Orden: Magnoliales

Familia: Myristicaceae (41)

Geénero: Iryanthera Warb.

Especie: Iryanthera juruensis Warb. (42)

Nombre Vulgar: Cumala
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1.2.1.2 Descripcion Boténica

Arboles hasta 20 metros, ramitas y glabras. Sus hojas son elipticas-obovadas u obovado-
oblongas, 10-20 x 3-8 cm, apice acuminado, base atenuada, glabras, vena media
emergente en ambas caras, las secundarias ligeramente impresas o planas en el haz,
emergentes en el envés, 10-17 pares, en broquidédromo arqueado, incospicuo, venacién
terciaria, inconspicua; peciolos 6-15 mm de largo.

Sus inflorescencias estaminadas 2-9 cm, diminutamente estrigosas, flores 2-7 por
fasciculo, pedicelos ca. 6 mm de largo, perianto cupuliforme, 2-3.5 (4) mm de largo,
partido mas que la mitad de su largo; androceo 0.8-1.5 mm de largo, anteras unidas
dorsalmente o divergentes, 0.3-0.5 mm de largo; inflorescencias pistiladas caulégenas o
rameales, 4-9 cm de largo, flores 15-40 por fasciculo, pedicelos 3-5 mm de largo; pistilo
subgloboso o elipsoide. Sus frutos son céapsulas carinadas, 13-20 x 15 — 25 mm (42)

1.2.1.3 Habitat
En tierra firme, bosque primario (ALL-M, SUC, YAN) (42)

1.2.1.4 Floracion y Fructificacion

La floracion se produce en los meses de noviembre y marzo, mientras que la fructificacion

se da entre los meses de noviembre y febrero (43)

1.2.1.5 Composicion Fitoquimica

En estudios previos se aislo e identificd la presencia de ariltetralina, tetrahidrofurano, 3-
metil-sargacromenol, sargacromenol, acido 3-metil-sargaquindico, otobafenol,

cagayanina, otobaina e hidroxiotobaina (44) (45) (46)

1.2.1.6 Usos Tradicionales

Segun la medicina popular, se emplea el exudado del vastago para tratar heridas, llagas

en la boca y contra la candidiasis (47)

1.2.1.7 Distribucién Geografica en el Peru
En los departamentos de Loreto, Huanuco, Madre de Dios, Amazonas, San Martin y
Pasco (48)
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1.2.2 Virola calophylla Warb.

1.2.2.1 Clasificacion TaxonOomica
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Magnoliidae

Orden: Magnoliales

Familia: Myristicaceae (41)

Género: Virola Aubl.

Especie: Virola calophylla Warb. (42)
Nombre Vulgar: Cumala

1.2.2.2 Descripcion Botéanica

Arboles hasta 20 metros, ramitas ferrugineo-tomentosas. Sus hojas son ovado-oblongas
o eliptico-oblongas, 12-45 x 4.5-16 cm, venas secundarias ligeramente emergentes en
ambas caras, 8-27 pares, camptédromas a ligeramente en broquidédromo festoneado,
apice agudo o acuminado, base redondeada o cordada, venacion terciaria subparalela,
inconspicua, haz glabra, envés pubescente marron amarillento con tricomas estrellado,
sésiles, multiramificados; peciolos 5-20 mm de largo.

Paniculas estaminadas ferrugineo-tomentosas, ca. 20 x 18 cm, flores 2-5 por fasciculo,
pedicelos gruesos, 1-1.5 mm de largo; perianto infundibuliforme, 1-1.5 mm de largo,
androceo 0.6-0.9 mm de largo, I6bulos obtusos, anteras 3-6, unidas, 0.2-0.4 mm de largo;
inflorescencias pistiladas mas pequefias que las estaminadas, flores 2-13 por fasciculo,
pedicelos 0.5-1 mm de largo; estigma 13 apoOnica, pistilo subgloboso o elipsoide.

Cépsulas elipsoides u subglobosas, ferugineo-tomentosas, ca. 23x12 mm (42)

1.2.2.3 Habitat
En tierra firme, bosque primario (ALL-M, SUC, YAN) (42)

1.2.2.4 Floracion y Fructificacion
La floracién se produce entre los meses de agosto y septiembre, mientras que la

fructificacion se da entre los meses de octubre y marzo (43)
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1.2.2.5 Composicion Fitoquimica
En estudios previos se aislo e identificoO la presencia de sitosterol, hidroxiotobaina,

otobaeno, vainillina, dihidrochalcona, safrol y metilparabeno (49)

1.2.2.6 Usos Tradicionales

Segun la medicina popular, se emplea como alucinégeno, antifingico, contra males

estomacales, paludismo y sarna (50)

1.2.2.7 Distribucion Geogréfica en el Peru

En los departamentos de Amazonas, Ucayali, Madre de Dios, Loreto y Pasco. (48)
1.2.3 Vismia amazonica Ewan

1.2.3.1 Clasificacion Taxonomica

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Dilleniidae

Orden: Theales

Familia: Hypericaceae (48)

Género: Vismia Vand.

Especie: Vismia amazonica Ewan (42)

Sinénimos: Vismia gracilis Hieron (nombre cientifico aceptado), Vismia buchtienii
Ewan, Vismia glaziovii Ruhland, Vismia urceolata Ewan (48)

Nombre Vulgar: Pichirina

1.2.3.2 Descripcién Botéanica

Arboles o arbustos hasta 15 metros, ramas tomentulosas. Sus hojas son lanceoladas u
ovaladas, 12-15 x 5-8 cm, apice agudo o acuminado, base obtusa o redondeada, cartaceas;
peciolos 12-14mm de largo. Sus flores son paniculas 8-10 cm de largo, tomentulosas,
bracteas caducas, sépalos de 5-6 mm de largo, adpreso-tomentulosos o pubérulos, con
margen membranaceas; pétalos de 5-8 mm de largo.

Sus frutos son bayas ovoides, ca. 8 mm de largo (42)
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1.2.3.3 Habitat
Bosque humedo secundario (ALL-M) (48)

1.2.3.4 Floracion y Fructificacion

La floracién se produce en noviembre (43)

1.2.3.5 Composicion Fitoquimica

En estudios previos se aislé e identifico la presencia de quinonas, flavonoides, taninos,
aminoacidos y esteroides (51)

1.2.3.6 Usos Tradicionales
Segun la medicina popular, se emplea como anticonceptivo y para tratamientos contra

micosis de la piel (50)

1.2.3.7 Distribucion Geografica en el Pera

En los departamentos de Loreto y San Martin (48)
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1.3 Antecedentes

Son muy escasos los estudios que demuestren la capacidad que presentan Vismia
amazonica “pichirina”, Virola calophylla “cumala” e Iryanthera juruensis “cumala” para

combatir agentes patdgenos causantes de multiples enfermedades en el hombre.

Nué, J (51), reportd la actividad leishmanicida de Vismia amazonica, presentando mayor

actividad la fraccion hexanica del extracto crudo.

Ruge et al (49), revelaron que el extracto etandlico de la corteza de Virola calophylla
posee mayor actividad antimicrobiana que del extracto etandlico de las hojas. También
probaron que el extracto etandlico de la corteza de V. calophylla tiene mayor potencial

antibacteriano que antifingico.

Roumy et al (52), indicaron que la extraccion con diclorometano de Virola calophylla
tiene un gran efecto citotoxico contra Plasmodium falciparum que genera la enfermedad

de malaria en humanos.

Morais et al (44), sefialaron que Iryanthera juruensis tiene una alta capacidad contra
Leishmania amazonensis, debido a la presencia de lignoides identificados a partir de la

extraccion etandlica de sus semillas.

Aponte et al (53), demostraron la actividad citotdxica in vitro de Iryanthera juruensis
frente a las células K562 causantes de la leucemia mieldgena crénica en humanos, la cual

se debio a la existencia de dos dihidrochalconas dentro de sus compuestos.
Ademas, en el Departamento de Loreto, el exudado de las cortezas vegetales de Vismia

amazonica, Iryanthera juruensis y Virola calophylla son usadas tradicionalmente como
antimicoticos (47) (50)
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1.4 Justificacion

El aumento y el mal uso de antifingicos sintéticos para tratar la pitiriasis versicolor han
provocado problemas de resistencia microbiana y toxicidad de farmacos como los azoles.
Nijima et al (54), sefialaron la resistencia in vitro de Malassezia pachydermatis al
ketoconazol e itraconazol.

Sharma et al (55) demostraron en estudios in vitro que M. furfur y M. globosa son menos
susceptibles al ketoconazol y al fluconazol en comparacion a M. japonica y M. slooffiae.
Khoza et al (56), indicaron que el consumo de ketoconazol en roedores causa un alto
riesgo de dafio hepético, mientras que el de fluconazol provoca mayor hepatotoxicidad.
DoR et al (57), comprobaron en cultivos in vitro con celulas hepéaticas humanas que el
fluconazol tiene un gran potencial hepatotoxico que causa dafios en la funcion, vitalidad

y viabilidad de los hepatocitos.

Por otro lado, segun los datos estadisticos proporcionados sor el MINSA, en los ultimos
cinco afos (2020-2024) la prevalencia de la pitiriasis versicolor en el Pert ha sido
predominante en el departamento de Loreto, seguido por la ciudad de Lima (Anexo 1), lo
cual se debe a la frecuencia de esta infeccion en zonas tropicales con altas temperaturas
y humedad, principales caracteristicas del clima de Loreto (10) (58). A su vez, los altos
indices de pobreza que engloban a la mayoria de la poblacion de Loreto (59); no permiten
que muchas personas puedan comprar medicamentos para tratar enfermedades como la
pitiriasis versicolor, puesto que algunos son de alto costo y no son otorgados
gratuitamente por el Gobierno. Dadas estas caracteristicas, es importante buscar otras

opciones farmacoldgicas contra Malassezia spp que puedan servir como nuevas drogas.

Una de ellas, es a través del aprovechamiento de plantas medicinales distribuidas
geograficamente en el departamento de Loreto como Vismia amazonica, Virola
calophylla e Iryanthera juruensis, las cuales son usadas tradicionalmente como
antimicaticos y todavia no han sido comprobadas cientificamente para tratar la pitiriasis
versicolor. Motivo por el cual, en nuestro presente trabajo se busca comprobar el potencial
antimicadtico in vitro del extracto etandlico de las cortezas de V. calophylla, V. amazonica
e . juruensis sobre M. furfur ATCC 14521.
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I1.- HIPOTESIS / PREGUNTA DE INVESTIGACION

2.1 Hipdtesis

Si el extracto etanolico de las cortezas de Virola calophylla Warb., Iryanthera juruensis
Warb. y Vismia amazonica Ewan poseen actividad antimicotica, entonces podrian ejercer
efecto in vitro sobre M. furfur ATCC 14521.

2.2 Pregunta de Investigacion

¢(El crecimiento de M. furfur ATCC 14521 es inhibido por el extracto etanélico de las

cortezas de V. amazonica, | juruensis y V. calophylla?

I11.- OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

e Determinar la actividad antifungica in vitro del extracto etandlico de las cortezas
de Virola calophylla Warb., Iryanthera juruensis Warb. y Vismia amazonica
Ewan mediante pruebas de sensibilidad antifungica contra Malassezia furfur
ATCC 14521.

3.2. Objetivos Especificos

e Realizar la identificacion botanica y el herborizado de las muestras de Virola
calophylla Warb., Vismia amazonica Ewan e Iryanthera juruensis Warb.

e Evaluar mediante el método de difusion en pozos la actividad antimicotica in vitro
del extracto etandlico de las cortezas de I. juruensis, V. calophyllay V. amazobnica
frente a M. furfur ATCC 14521.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de
microdilucién en caldo del extracto etandlico de las cortezas de I. juruensis, V.
calophylla y V. amazonica sobre M. furfur ATCC 14521.
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IV.- MATERIALES Y METODOS

4.1 Variables

4.1.1 Variable Independiente:

Extracto etanolico de las cortezas vegetales de Virola calophylla, Vismia amazonica e

Iryanthera juruensis.

4.1.2 Variable Dependiente:

Actividad antifungica del extracto etandlico de las cortezas Virola calophylla, Vismia
amazonica e Iryanthera juruensis sobre M. furfur ATCC 14521.

4.1.3 Escala de Medicion

4.1.3.1 Cualitativa — Nominal

Presentan valores categdricos sin ningun orden

4.1.3.2 Cualitativa — Ordinal

Presentan valores categdricos con criterio de orden

4.1.3.3 Cuantitativa — Discreta

Presenta valores numericos enteros (Ejemplo: 1, 2, 3, 4, etc.)

4.1.3.4 Cuantitativa — Continua

Presentan valores numéricos infinitos entre dos valores (Ejemplo: 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, etc.)
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Tabla 1. Operacionalizacion de la Variable Independiente

VARIABLE INDEPENDIENTE

CONCEPTO

ESCALA DE MEDICION

INDICADORES

Extracto etanolico de las cortezas
vegetales de Virola calophylla,
Vismia amazonica e Iryanthera

juruensis.

Material vegetal obtenido a

partir de los procesos de

secado, macerado y
evaporacion, con la finalidad
de extraer sus compuestos
quimicos sin la alteracion de

los mismos.

Cualitativa — Nominal

del

macerado de las cortezas vegetales

Propiedades  organolépticas

Cuantitativa — Continua

Pesos de las cortezas vegetales de las
especies botanicas

Porcentaje de los pesos de las
cortezas vegetales de las especies

botanicas

Porcentaje de rendimiento y pesos del
extracto etandlico de las cortezas

vegetales

Extractos etanolicos de las cortezas
vegetales diluidas en DMSO al 100 %

y 10 % a distintas concentraciones
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Tabla 2. Operacionalizacion de la Variable Dependiente

VARIABLE DEPENDIENTE

CONCEPTO

ESCALA DE MEDICION

INDICADORES

Actividad del

extracto etandlico de las cortezas

antifungica

Virola  calophylla,  Vismia

amazonica e Iryanthera
juruensis sobre M. furfur ATCC

14521.

Es la capacidad que
posee el extracto
etanolico de Virola
calophylla, Vismia
amazonica e
Iryanthera

juruensis en inhibir
el crecimiento de
Malassezia furfur

ATCC 14521

Cualitativa — Nominal

Cepa M. furfur activada en SDAO T40

Cultivo de la cepa activada M. furfur en SDBO T40

Cosecha del cultivo del pellet de la cepa M. furfur

Determinar la sensibilidad antifngica por el

método de difusion en pozos

Subcultivo en SDAO T40 para determinar la CMI

Cuantitativa — Continua

Medicién de los halos de inhibicién

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

21




4.2 Materiales

4.2.1 Equipos requeridos

Camara fotogréfica (Marca Huawei, China), GPS (Marca Garmin, Estados Unidos),
secadora eléctrica para plantas, Rotavapor (Marca Bichi R-114, Suiza), Estufa
(Thermolyne Series 9000 Oven, USA), Cabina de Bioseguridad Clase 11 Tipo A2 (Marca
LABCONCO Modelo 36204, USA), Propipeta Automatica (Marca VITLAB, Alemania),
Agitador Magnético (Marca Thermolyne Modelo M65820-26, USA), Balanza Analitica
(Marca OHAUS Modelo Pioneer, USA), Micropipeta de 100 pL — 1000 pL (Marca
LABMATE, Reino Unido), Incubadora (Marca SOLFARMA Modelo INC-105, Peru),
Cabina de Bioseguridad Clase Il Tipo A2 (Marca LABCONCO, USA), Microscopio
Optico (Marca Carl Zeiss Modelo Axiosar plus, USA), Agitador a Bafio Maria (Marca
LabLine, India), Propipeta Automatica (Marca VITLAB, Alemania), Centrifuga
refrigerada (Marca Boeco Modelo U-32R, Alemania), Micropipeta de 20 pL -200 pL
(Marca LABMATE, Reino Unido), Agitador Magnetico (Marca Thermolyne Modelo
M65820-26, USA), Micropipeta Multicanal Autoclavable de 50 pL — 300 pL (Marca
Axypet, USA).

4.2.2 Materiales requeridos

Tijera telescopica, tijera podadora, machete mediano, balanza de mano, libreta de campo,
cuchilla, papel periddico, hilo pabilo, 3 bolsas de sacos harineros limpios, correas de
nylon, ldAminas de carton secante de 30 x 43.5 cm, laminas de aluminio corrugada de 30
x 43.5 cm, papel periddico, 2 rejillas de madera para prensa compuestas por 4 reglas de
45 x 2.5 cm, hilo pabilo, tijera, barras de silicona, pistola para silicona, etiquetas para
herborizado, cinta adhesiva, cartulina Folcote finlandés N°14 (41 x 29 cm), bolsas
plasticas grandes y gruesas, balanza de mano, papel filtro Whatman N°40, tres baldes de
plasticos con tapa, botellas descartables de un litro, tres capsulas de porcelana, 25 tubos
cdnicos de 15 ml con tapa rosca descartables y estériles, tips estériles de 100 puL — 1000
uL, gradilla para tubos de ensayo, 16 pipetas descartables y estériles de 1 mL, asas de
siembras descartables y estériles, 100 placas Petri descartables y estériles de 90 x 15 mm,
laminas portaobjetos y cubreobjetos, 8 tubos cdnicos de 50 ml con tapa rosca descartables

y estériles, gradilla para tubos conicos de 50 ml, mechero de bunsen, 12 tubos de
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Eppendorf de 2 mL estériles, vaso precipitado de 100 ml, gradilla para tubos de
Eppendorf, 5 pipetas Pasteur estériles, 10 pipetas descartables y estériles de 5 mL, gradilla
para tubos de ensayo, sacabocado de acero de 6 mm de diametro estéril, 6 tubos de vidrio
estériles de 13 x 100 con tapa rosca, Tips de 200 pl (marca Axygen), 54 hisopos de
algodén estériles, 6 tubos de vidrio estériles de 18 x 150 con tapa rosca, 3 placas de
poliestireno estéril de 96 pocillos de fondo plano, 25 reservorios estériles para
micropipeta de 12 canales.

4.2.3 Reactivos requeridos

Agua destilada estéril, etanol al 96%, dimetil sulfoxido (DMSO), azul de metileno,
solucion salina estéril NaCl al 0. 85 % (Anexo 2), CaCl, (Escala de Mc Farland 0.5)

4.2.4 Medios de cultivo requeridos

Agar Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%
(SDAO T40) (Anexo 3), agar Sabouraud dextrosa (SDA) (Anexo 4), caldo Sabouraud
dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5% (SDBO T40)
(Anexo 5).

4.2.5 Voriconazol diluido en DMSO al 2 % como antimicético de referenciay control

de calidad positivo del método

Voriconazol como droga pura (Marca Pfizer) diluido en DMSO al 2 % y en RPMI al 98
% a las concentraciones de 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pug/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL,
0.5 pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.12 pg/mL y 0.06 pg/mL (Anexo 6)

4.2.6 Cepa ATCC requerida
Cepa liofilizada Malassezia furfur ATCC 14521
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4.3 Metodologia

4.3.1 Flujograma de la metodologia

Area de Estudio
|

Colecta de las cortezas v muestras botinicas

Identificacion taxonomica de las muestras botanicas

Prensado y secado

Montaje y etiguetado

Autenticacién ¥ acreditacién

Elaboracién del extracto etanolico de las cortezas vegetales

Secado

Macerado

Evaporacion

Preparacion de los extractos etandlicos a diferentes concentraciones

En DMSO al 100 %

En DMSO al 10 %4

Activacidn de M jirfir ATCC 14521
I
Cultive de M furfir ATCC 14521
I
Cosecha de M fiofir ATCC 1432

Difusion en pozos en SDAO T40 contra M firfir ATCC 14521

I
Microdilucion en SDBO T40 contra 14 fwfir ATCC 14521

Subcultive en SDAO T40
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4.3.2 Estudio Botéanico

4.3.2.1 Area de estudio

La colecta e identificacion de las muestras y cortezas botanicas se realiz6 en el bosque
hamedo tropical del CIEFOR (Centro de Investigacion y Ensefianza Forestal) en Puerto
Almendra, mediante un memorandum de ingreso a dichas instalaciones (Anexo 7); el cual
se encuentra en el distrito de San Juan, provincia de Maynas, region de Loreto y pertenece
a la Facultad de Ciencias Forestales de la UNAP que esta ubicado al margen derecho del
rio Nanay, afluente izquierdo del rio Amazonas y a una altitud promedio de 122 msnm
(60). Geograficamente se encuentra en las coordenadas 3° 49 30” latitud sur y 73° 22’

30” longitud oeste y en UTM a 18 M 680446 9577046, como se observa en la Fig.3 (61).

Las muestras y cortezas de las tres especies botanicas fueron colectadas en las siguientes
coordenadas geograficas:
e Iryanthera juruensis Warb. Se ubicé en las coordenadas 3° 49 47.2” latitud sur y
73° 22’ 23.1” longitud oeste y en UTM a 18 M 680658 9576517.
e Virola calophylla Warb. Se ubico en las coordenadas 3° 49’ 47.2” latitud sur y
73° 22’ 23.1” longitud oeste y en UTM a 18 M 680488 9576278.
e Vismia amazonica Ewan se ubicé en las coordenadas 3° 49’ 51.4” latitud sur y
73°22° 17.7” longitud oeste y en UTM a 18 M 680824 9576387.
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Figura 3. Mapa del area de estudio ubicado en el Centro de Investigacion y Ensefianza

Forestal (CIEFOR) en Puerto Almendra, de la Facultad de Ciencias Forestales de la
UNAP (Loreto, Pert)
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4.3.2.2 Colecta e identificacion de las muestras y cortezas botanicas en el campo

La colecta de las muestras y cortezas botanicas se inicio a las primeras horas de la mafiana
con la guia del Ing. Juan Ruiz que identificé las especies de arboles dentro del bosque y
anotar los datos mas representativos en un cuaderno de campo que se encuentran descritas
como Toma de datos en el campo (Anexo 8), mientras se realiza la identificacion y la
colecta de los especimenes (62).

Es importante cortar longitudinalmente las cortezas por arbol y conservar la mayor
cantidad de los mismos alrededor del didmetro de los troncos, puesto que las cortezas
contienen a los tubos cribosos del floema que transporta los productos de la fotosintesis
a toda la planta y le permite vivir (63). A su vez, las cortezas colectadas deben ser
empaquetadas en bolsas de sacos harineros limpios para prevenir la contaminacion y
asegurar la ventilacion (64).

Por otro lado, las muestras botanicas colectadas deben tener hojas con flores y/o
inflorescencias en buen estado (62) y arreglarlas en las hojas de periddico de forma que
las hojas muestran el haz y el envés, las flores e inflorescencias con varias vistas para

obtener un buen herborizado de las mismas (65).

Procedimiento

a) Tomar fotografias de los arboles de I. juruensis, V. calophylla y V. amazonica y
anotar las coordenadas geograficas de sus ubicaciones obtenidas con el GPS.

b) Extraer dos kilos de corteza de cada especie con un machete mediano.

c) Clasificar y empaquetar las cortezas por especie en bolsas de sacos harineros.

d) Recolectar ramas de cada arbol que tengan flores con la ayuda de la tijera
telescépica.

e) Cortar 3 muestras botanicas por especie que tengan hojas con flores en buen
estado.

f) Colocar cada ejemplar en una hoja de periddico codificada y arreglar de forma
que las hojas muestran el haz y el envés, las flores e inflorescencias.

g) Armar un paquete con toda la colecta de los ejemplares y amarrar con hilo pabilo

en cruz, evitando que sobresalga el material vegetal.

Lectura de los resultados
1. Obtener los datos de campo (Anexo 8)

2. Obtener las muestras y cortezas frescas de las especies botanicas
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Figura 4. Iryanthera juruensis ubicada dentro del bosque himedo tropical del CIEFOR
de la UNAP en Puerto Almendra; Loreto — Per(
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Figura 5. Virola calophylla ubicada dentro del bosque himedo tropical del CIEFOR de

la UNAP en Puerto Almendra; Loreto — Per(
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ESPECIE BOTANICA Vismia amazonica Ewan

Figura 6. Vismia amazonica ubicada dentro del bosque himedo tropical del CIEFOR
de la UNAP en Puerto Almendra; Loreto — Per(
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4.3.2.3 Prensado y secado de las muestras en el herbario
Es importante emplear la combinacion de papel secante y ld&minas de aluminio, puesto
que ayuda a facilitar el secado de especimenes con mucha humedad y se ahorra mas
energia cuando usamos la secadora eléctrica para plantas como se observa en la Fig. 8
(66). Por otro lado, el proceso de secado de plantas sirve para preservar muestras
botéanicas y evitar el deterioro de las mismas.
Procedimiento
a) Individualizar cada espécimen dentro de la prensa con la siguiente secuencia:
Rejilla de madera + Iamina de aluminio corrugada + cartdn secante + espécimen
+ carton secante + ldmina de aluminio corrugada y asi sucesivamente hasta
finalizar con otra rejilla de madera.
b) Amarrar fuertemente con correas de nylon a los costados de la prensa.

c) Trasladar la prensa armada a la secadora eléctrica para plantas a 70°C por 3 dias.

Limina de Aluminio
Y

Cartén Secante v
Especimen

Cartoén Secante

Lamina de Aluminio

Figura 7. Secuencia para cada espécimen dentro de la prensa

Figura 8. Prensa armada dentro de la secadora eléctrica para plantas
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4.3.2.4 Montaje y etiquetado de los ejemplares en el herbario

El proceso de etiquetado es fundamental, puesto que contiene las caracteristicas e
identificacion de la planta y de su colector. EI montaje del espécimen y de su etiqueta
sobre una cartulina ayuda a preservarlas en 6ptimas condiciones en el herbario (66).

Las muestras botanicas del herbario desecadas, preservadas, montadas sobre una cartulina
y etiquetadas pueden conservarse inalterados por siglos, constituyéndose en un material

de referencia para cualquier investigacion (67).

Procedimiento

a)

b)

c)

d)

Colocar una muestra botanica sobre la cartulina folcote. Realizar el proceso por
triplicado para cada especie.
Arreglar cada muestra botanica de manera que se muestran el haz y el envés de
las hojas, las flores e inflorescencias con varias vistas.
Dejar un espacio libre en el lado inferior derecho de cada cartulina para pegar la
etiqueta que describe cada muestra botanica.
Fijar las muestras botéanicas en las cartulinas folcote con silicona caliente evitando
que queden manchados o sueltos.
Pegar con goma en barra las etiquetas con la descripcion de cada muestra botanica

en el lado derecho de las cartulinas folcote.

*,

. UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

e MUSEQ DE HISTORIA NATURAL
i

N.C: Iryanthera juruensis Warb.

N.V: cumala

FAMILIA: Myristicaceae

FLORES: blancas FRUTO: sin presencia
HABITAT: bosque primario

HABITO: arbol

LOCALIDAD: CIEFOR Puerto Almendra  ALTITUD: 120 msnm
DEPARTAMENTO: Loreto PROV: Maynas
USO0S: contra la candidiasis

COLECTOR: Gudy 5cott N2 DE COLECCION: 02
DET.POR: Camilo Diaz FECHA: 11/10/2018

Figura 9. Etiqueta con las descripciones de una muestra botanica

32



Lectura de los resultados
1. Obtener las muestras botéanicas herborizadas de Vismia amazonica, Iryanthera
juruensis y Virola calophylla (Anexo 9)

4.3.2.5 ldentificacion y autenticacion de los ejemplares

Las muestras boténicas herborizadas de I. juruensis, V. calophylla y V. amazonica fueron
identificadas y autenticadas por el Bidlogo Camilo Diaz Santibafiez en el laboratorio de
Botanica Aplicada de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Anexo 10).
Posteriormente fueron acreditadas y depositadas en el herbario del Museo de Historia

Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Anexo 11).

4.3.3 Elaboracion del extracto etanolico de las cortezas vegetales

4.3.3.1 Secado de las cortezas vegetales frescas

El secado de las cortezas vegetales frescas a temperatura ambiente permite erradicar a los
microorganismos que puedan infectar y perjudicar la maceracion de las mismas y el
proceso de preparacion de los extractos etanolicos (68).

Procedimiento

a) Procesar las cortezas vegetales frescas al dia siguiente de su colecta.

b) Secar los trozos pequefios de las cortezas vegetales frescas de I. juruensis, V.
calophylla y V. amazonica en sombra y a temperatura ambiente por el lapso de
una semana.

c) Pesar las cortezas vegetales secas de I. juruensis, V. calophylla y V. amazonica

Lectura de los resultados
1. Obtener las cortezas vegetales secas de las especies botanicas (Anexo 12)
2. Obtener los pesos de las cortezas vegetales (Tabla 3)

3. Obtener el porcentaje del peso seco y perdido de las cortezas vegetales (Tabla 4)

4.3.3.2 Macerado de las cortezas vegetales secas en etanol

La maceracion es un tipo de extraccidn que consiste en remojar el material vegetal en un
determinado solvente para extraer sus compuestos quimicos (69). Las cortezas vegetales
al macerarse en etanol a temperatura ambiente, se logra extraer todas sus propiedades sin
alterar su composicion (70) (71). A su vez, se escogié como solvente el etanol de 96°C y
no el de 70°C, puesto que se recomienda macerar cortezas vegetales que contengan

resinas como parte de su composicion (72). Por otra parte, la maceracion se realiza en la
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proporcién soluto-solvente de 1:4 de tal manera que el diluyente cubra por completo toda

la masa del material vegetal (70).

Procedimiento

a)

b)

d)

Macerar las cortezas vegetales secas de I. juruensis (649 gramos), V. calophylla
(1034 gramos) y V. amazonica (936 gramos) en etanol al 96% con la proporcion
soluto-solvente de 1:4 a temperatura ambiente en baldes de plastico y herméticos.
Realizar la primera maceracion por el lapso de 2 semanas y obtener 3 litros de
cada macerado. Hacer las filtraciones con papel filtro Whatman N°40 para separar
lo soluble e insoluble.

Realizar la segunda y tercera maceracion por el lapso de una semana para cada
proceso. Obtener 4 litros de los macerados de V. calophylla y V. amazonica y 3
litros del macerado de 1. juruensis, después de cada maceracion. Hacer el proceso
de filtrado con papel filtro Whatman N°40.

Describir las propiedades organolépticas como color, olor y viscosidad de los
macerados de V. calophylla, V. amazonica e I. juruensis.

Lectura de los resultados

1.

Obtener el macerado de las cortezas vegetales de V. calophylla, V. amazonica e
I. juruensis (Anexo 13)
Obtener las propiedades organolépticas del macerado de las cortezas vegetales de

las especies botanicas (Tabla 5)

4.3.3.3 Evaporacion del solvente

Las soluciones filtradas de los macerados son condensadas bajo presion reducida en el

rotavapor para obtener los extractos crudos de las cortezas vegetales (44) (70). En el

rotavapor se realiza el proceso de evaporacion del solvente de los macerados, el cual

permite conseguir la mayor concentracion posible de los extractos crudos y

posteriormente secarlos en la estufa para terminar de evaporar todo el solvente (64) (71).

Procedimiento

a)

b)

d)

Evaporar el solvente de las soluciones filtradas bajo presion reducida en el
rotavapor a una temperatura de 65°C, a una presion de 400 atm y a 4 revoluciones
hasta obtener la mayor concentracién posible.

Pesar las capsulas de porcelana vacias.

Agregar cada extracto crudo en las capsulas de porcelana.

Secar a 40°C por 48 horas.
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e) Pesar las capsulas de porcelana con el extracto etandlico de las cortezas vegetales
Lectura de los resultados
1. Obtener el extracto etanolico de las cortezas vegetales (Anexo 14)
2. Obtener los pesos del extracto etandlico de las cortezas vegetales (Tabla 6)
3. Obtener el porcentaje de rendimiento de extraccion de las cortezas vegetales
(Tabla 7)

4.3.4 Preparacion del extracto etandlico de las cortezas vegetales a diferentes

concentraciones

4.3.4.1 Extracto etandlico de las cortezas vegetales diluidas en DMSO al 100% a

distintas concentraciones

EI DMSO es uno de los solventes polares mas fuertes para muchos compuestos organicos
y polimeros, por lo cual se usa para diluir el extracto etandlico de las cortezas vegetales
(73). Estas diluciones se realizan en DMSO al 100% para determinar su potencial
antimicatico en un medio de cultivo con agar en estado solido poco polar e insoluble en
agua a temperatura ambiente, por lo cual el DMSO no serd permeable al agar y no tendra
un efecto toéxico Malassezia furfur ATCC 14521 (74).
Procedimiento
El proceso se realiza para cada extracto etandlico
a) Eneltubo 1 suspender 1 g de extracto etandlico en 2 mL de DMSO al 100 % para
obtener la concentracion de 500 mg/mL.
b) Eneltubo 2 mezclar 1 ml de la dilucién 500 mg/mL en 1 ml de DMSO al 100 %
para obtener la concentracion de 250 mg/mL.
c) Eneltubo 3 mezclar 1 ml de la dilucion 250 mg/mL en 1 ml de DMSO al 100 %
para obtener la concentracion de 125 mg/mL.
d) Eneltubo 4 mezclar 1 ml de la dilucion 125 mg/mL en 1 ml de DMSO al 100 %
para obtener la concentracion de 62.5 mg/mL.
e) Eneltubo 5 mezclar 1 ml de la dilucién 62.5 mg/mL en 1 ml de DMSO al 100 %

para obtener la concentracion de 31.25 mg/mL.
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Figura 10. Preparacion de los extractos etandlicos de las cortezas vegetales a distintas

concentraciones mediante diluciones seriadas en DMSO al 100 %

Lectura de los resultados

1. Obtener el extracto etandlico de las cortezas vegetales diluidas en DMSO al 100

% a las concentraciones de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62.5 mg/mL y
31.25 mg/mL (Anexo 15)

4.3.4.2 Extracto etandlico de las cortezas vegetales diluidas en DMSO al 10% a

distintas concentraciones

El DMSO es un solvente polar de los mas efectivos para muchos compuestos organicos
y polimeros que también se mezcla en agua (73). Las diluciones del extracto etanolico de
las cortezas vegetales se realizan en DMSO al 10% para determinar su potencial
antimicotico sobre Malassezia furfur ATCC 14521 en caldo, puesto que el DMSO a
mayor concentracion denatura el ADN de muchos microorganismos en medios de cultivo
liquidos (39) (75).
Procedimiento
El proceso se realiza para cada extracto etandlico
a) Eneltubo 1 suspender 125 mg de extracto etandlico en 900 uL de agua destilada
y 100 pL de DMSO para obtener la concentracién de 125 mg/mL en DMSO al
10%.
b) Eneltubo 2 mezclar ¥2 ml de la dilucién 125 mg/mL en 450 pL de agua destilada
y 50 puL de DMSO para obtener la concentracién de 62.5 mg/mL en DMSO al
10%.
c) Eneltubo 3 mezclar %2 ml de la dilucion 62.5 mg/mL en 450 pL de agua destilada
y 50 puL de DMSO para obtener la concentracion de 31.25 mg/mL en DMSO al
10%.
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d)

9)

h)

)

En el tubo 4 mezclar %2 ml de la dilucién 31.25 mg/mL en 450 uL de agua destilada
y 50 pL de DMSO para obtener la concentracion de 15.62 mg/mL en DMSO al
10%.

En el tubo 5 mezclar %2 ml de la dilucién 15.62 mg/mL en 450 uL de agua destilada
y 50 uL de DMSO para obtener la concentracion de 7.81 mg/mL en DMSO al
10%.

En el tubo 6 mezclar %2 ml de la dilucién 7.81 mg/mL en 450 pL de agua destilada
y 50 pL de DMSO para obtener la concentracion de 3.9 mg/mL en DMSO al 10%.
En el tubo 7 mezclar %2 ml de la dilucion 3.9 mg/mL en 450 uL de agua destilada
y 50 uL de DMSO para obtener la concentracion de 1.95 mg/mL en DMSO al
10%.

En el tubo 8 mezclar ¥ ml de la dilucidon 1.95 mg/mL en 450 pL de agua destilada
y 50 uL de DMSO para obtener la concentracion de 0.97 mg/mL en DMSO al
10%.

En el tubo 9 mezclar ¥ ml de la dilucion 0.97 mg/mL en 450 pL de agua destilada
y 50 pL de DMSO para obtener la concentracion de 0.48 mg/mL en DMSO al
10%.

En el tubo 10 mezclar %2 ml de la dilucion 0.48 mg/mL en 450 pL de agua destilada
y 50 puL de DMSO para obtener la concentracion de 0.24 mg/mL en DMSO al
10%.
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Figura 11. Preparacion de los extractos etandlicos de las cortezas vegetales a distintas
concentraciones mediante diluciones seriadas en DMSO al 10 %
Lectura de los resultados
1. Obtener el extracto etandlico de las cortezas vegetales diluidas en DMSO al 10 %
a las concentraciones de 125 mg/mL, 62.5 mg/mL, 31.25 mg/mL, 15.62 mg/mL,
7.81 mg/mL, 3.90 mg/mL, 1.95 mg/mL, 0.97 mg/mL, 0.48 mg/mL y 0.24 mg/mL
(Anexo 16)

4.3.5 Evaluacion Microbioldgica

4.3.5.1 Activacioén de la cepa M, furfur ATCC 14521 en agar Sabouraud dextrosa
suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%

El cultivo y la activacion de esta cepa liofilizada en agar Sabouraud dextrosa
suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5% es debido a la
lipodependencia de los hongos del género Malassezia spp que requieren de acidos grasos
exogenos como el aceite de oliva para su desarrollo in vitro y el Tween 40 es asimilado
por distintas especies de Malassezia spp en pruebas bioguimicas (25) (39). Por otro lado,
el uso de cepas de referencia como Malassezia furfur ATCC 14521 es debido a que

proceden de una coleccidn certificada de tipo ATCC (American Type Culture Collection),
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las cuales son recomendadas por el CLSI porque han sido seleccionadas en base a pruebas

de susceptibilidad antimicrobiana y presentan estabilidad genética (76).

Procedimiento

a)

b)

9)
h)

)

Abrir la bolsa de la cepa KWIK-STIK Malassezia furfur ATCC 14521 liofilizada
(Anexo 17) a la altura de la muesca y retirar la ampolla.

Apretar la ampolla en la parte superior de la tapa para liberar el liquido hidratante
y mantenerla en posicion vertical para que el liquido fluya hasta la parte inferior
e hidrate el granulo.

Apretar la parte inferior para que el granulo se diluya junto con el liquido.
Retirar la etiqueta y pegarla en la placa de cultivo principal

Saturar el hisopo con el material hidratado e hisopar sobre el tercio de una placa
Petri con SDAO T40.

Hacer estrias con un asa de siembra para tener colonias aisladas.

Realizar el cultivo del material hidratado por cuadruplicado en SDAO T40.
Volver a saturar el hisopo con el material hidratado e hisopar sobre el tercio de
una placa Petri con SDA.

Incubar a 32°C por 72 horas.

Tomar una asada de dos colonias del cultivo en SDAO T40 en una lamina

portaobjeto — cubreobjetos y tefiirlas con azul de Metileno y ver en el microscopio.

Secuencia utilizada para el procedimiento
Ver Anexo 18

Lectura de los resultados

1.

2
3.
4

Observar el crecimiento de la cepa en SDAO T40 (Anexo 19 — Formulario N°1)

. Observar la ausencia de crecimiento en SDA (Anexo 19 — Formulario N°1)

Observar las colonias formadas de en SDAO T40 (Anexo 19 — Formulario N°1)

. Observar las levaduras formadas de la cepa en el microscopio (Anexo 19 —

Formulario N°1)

4.3.5.2 Cultivo de la cepa activada M. furfur ATCC 14521 en caldo Sabouraud

dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%

Una vez activada la cepa, cultivarla por agitacion en un medio liquido que permite

incrementar la biomasa microbiana (77).
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Procedimiento

a)

b)

c)

Agregar 10 ml de SDBO T40 en un tubo conico de 50 ml. Realizar el proceso por
cuadruplicado.

Tomar una asada de cuatro colonias de la cepa activada de M. furfur ATCC 14521
e inocular en 10 ml de SDBO T40. Realizar el proceso por cuadriplicado.

Incubar en bafio Maria a 32°C durante 48 horas con 200 rev/min de agitacion.

Lectura de los resultados

1.

Observar el crecimiento e incremento de las colonias inoculadas de M. furfur
ATCC 14521 en SDBO T40 a las 2 horas (Anexo 20, Formulario N°2)

Observar el aumento significativo de la biomasa de M. furfur ATCC 14521 en
SDBO T40 a las 48 horas de su cultivo (Anexo 20 — Formulario N°2)

4.3.5.3 Cosecha del cultivo de M. furfur ATCC 14521 por el método de

centrifugacion

La centrifugacion es un metodo que se usa para cosechar microorganismos compactando

la biomasa microbiana en un sedimento (pellet) separandolo del medio de cultivo liquido

por fuerza giratoria (78). Por otra parte, la centrifugacion entre 5000 a 10000 g y el lavado

de la biomasa fungica con solucion salina al 0.85% no causa dafio celular en el

microorganismo (79) (80).

Procedimiento

a)

b)

Tomar una muestra de cada cultivo de Malassezia furfur ATCC 14521 en SDBO
T40 en una lamina portaobjeto y cubreobjeto y observar al microscopio.
Recolectar 1 ml de cada medio de cultivo liquido de M. furfur ATCC 14521 en
SDBO T40 no contaminado y agregarlo a un tubo de Eppendorf. Realizar el
proceso por 12 veces.

Centrifugar a 5000 g a 4°C por 5 min y luego desechar el sobrenadante de cada
tubo de Eppendorf.

Agregar 1 ml de solucién salina estéril al 0.85 % a cada tubo de Eppendorf que
contenga sedimento (pellet) de Malassezia furfur ATCC 14521.

Volver a centrifugar a 5000 g a 4°C por 5 min y desechar el sobrenadante de cada

tubo de Eppendorf, dejando el sedimento (pellet) en el fondo de cada tubo.
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Lectura de los resultados
1. Observar en el microscopio la presencia de cultivo no contaminado de Malassezia
furfur ATCC 14521 en SDBO T40 de cada tubo de Eppendorf (Anexo 21 —
Formulario N°3)
2. Observar el sedimento (pellet) de la biomasa de M. furfur ATCC 14521 en el
fondo de cada tubo de Eppendorf (Anexo 21 — Formulario N°3)

4.3.5.4 Evaluacién del potencial antimicético del extracto etandlico de las cortezas
vegetales y del voriconazol como control de calidad positivo del método a través de
la medicion de los halos de inhibicién por el método de difusion en pozos frente a M.
furfur ATCC 14521

4.3.5.4.1 Preparacion del inéculo para determinar el potencial antimicético de los
extractos etanolicos y del voriconazol a través del método de difusion en pozos a
partir de la cepa cosechada
El método de difusion en disco M44-A del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI), se usa para determinar la sensibilidad antifungica midiendo los halos
de inhibicién producidos por los antimicéticos frente a una concentracion de 1-5 x 10°
UFC/mL del inoculo (530 nm de longitud de onda en el espectrofotometro), el cual
equivale a 0.5 de Mc. Farland (81).
Procedimiento
a) Tomar una asada del pellet de la cepa cosechada de M. furfur ATCC 14521 y
suspenderla en solucién salina estéril al 0.85 %.
b) Mediante diluciones seriadas en solucion salina al 0.85 % alcanzar una turbidez
de 0.5 de la escala Mc. Farland, la cual equivale a la concentracion de 1-5 x 108
UFC/mL de Malassezia furfur ATCC 14521.
Lectura de los resultados
1. Observar la turbidez de M. furfur ATCC 14521 en NaCl al 0.85 % a 0.5 de Mc.
Farland (Anexo 22 — Formulario N°4)
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4.3.5.4.2 Medicion de los halos de inhibicion de los extractos etanodlicos y del
voriconazol por el método de difusion en pozos frente a Malassezia furfur ATCC
14521

El método de difusién en disco M44-A del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) se usa para determinar la sensibilidad de hongos y levaduras a los
compuestos quimicos a través de la medicion de los halos de inhibicion producidos por
la difusién del antifungico en el agar (81). La medicion de los halos de inhibicion se hizo
con algunas modificaciones del CLSI, utilizando el método de difusion en pozos para
evaluar la actividad antimicética del extracto etandlico de las cortezas vegetales y del
voriconazol como control de calidad positivo del método, puesto que este ultimo se
encuentra estandarizado en las referencias clinicas del CLSI (80) (82). Para ello, se us6
agar Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%
para obtener un buen desarrollo de Malassezia furfur ATCC 14521 (39) (83).
Procedimiento

a) Inocular 100 pL de la suspension 1 —5 x 10 UFC/mL de Malassezia furfur ATCC
14521 en cada placa Petri con SDAO T40.

b) Sembrar el indculo en toda la superficie del medio de cultivo usando hisopos de
algodon estériles. (1)

c) Hacer un pozo de 6 mm de didametro en medio de cada placa con la ayuda del
sacabocado de acero.

d) Agregar 80 uL de cada dilucién de Iryanthera juruensis en DMSO al 100 % a las
concentraciones de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62.5 mg/mL y 31.25
mg/mL en el pozo de cada placa Realizar el proceso por duplicado.

e) Agregar 80 pL de cada dilucién de Virola calophylla en DMSO al 100 % a las
concentraciones de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62.5 mg/mL y 31.25
mg/mL en el pozo de cada placa. Realizar el proceso por duplicado.

f) Agregar 80 pL de cada dilucién de Vismia amazonica en DMSO al 100 % a las
concentraciones de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62.5 mg/mL y 31.25
mg/mL en el pozo de cada placa. Realizar el proceso por duplicado.

g) Agregar 80 pL de DMSO al 100 % en el pozo de una placa como control negativo.
Realizar el proceso por duplicado.

h) Agregar 80 uL de cada dilucién de Voriconazol en DMSO al 2 % como control

de calidad positivo del método a las concentraciones de 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8
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pug/mL, 4pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.12 pg/mL, 0.06

pg/mL en el pozo de cada placa. Realizar el proceso por duplicado.

1) Agregar 80 pL de DMSO al 2 % en el pozo de una placa como control negativo.

)

Realizar el proceso por duplicado.
Incubar a 32°C por 48 horas

Figura 12. llustracién del pozo en medio de la placa con SDAO T40

Secuencia utilizada para el procedimiento
Ver Anexo 23

Lectura de los resultados de los extractos etandlicos de las cortezas vegetales

1.

Determinar la presencia o ausencia de halos de inhibicién de cada concentracion
del extracto etandlico de las cortezas vegetales por duplicado (Anexo 24 —
Formulario N°5)

Determinar la medicion de halos de inhibicion del extracto etandlico de las
cortezas vegetales por duplicado (Tablas 8)

Determinar la presencia o ausencia de halos de inhibicién de cada concentracion
de voriconazol como control de calidad positivo del método por duplicado (Anexo
25 — Formulario N°6)

Determinar la sensibilidad antifungica por el método de difusion en pozos para
Virola calophylla, Vismia amazonica y el voriconazol como control de calidad
positivo del método (Anexo 26 — Formulario N°7)

Determinar la medicion de halos de inhibicion del extracto etandlico de las
cortezas vegetales y del voriconazol como control de calidad positivo del método

por duplicado (Tabla 9)
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4.3.5.5 Evaluacion de la sensibilidad antifungica del extracto etandlico de las
cortezas vegetales y del voriconazol como control de calidad positivo del método
para hallar la CMI por el método de microdilucion en caldo contra M. furfur ATCC
14521

4.3.5.5.1 Preparacion del inoculo para determinar la CMI de los extractos etandlicos
y del voriconazol por el método de microdilucién en caldo a partir de la cepa
cosechada
El método de microdilucién en caldo M27-A3 del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI), se usa para determinar la sensibilidad antifingica de algunos
compuestos quimicos insolubles en agua como el voriconazol diluido en DMSO al 2 %,
el cual se enfrenta a una concentracion de 1-5 x 10° UFC/mL del indculo en caldo (81).
Para el caso del extracto etanolico de las cortezas vegetales diluidas en DMSO al 10 %
no tienen efecto toxico sobre Malassezia furfur ATCC 14521 a la concentracion de 1-5 x
10° UFC/mL en medios de cultivo liquidos (39).
Procedimiento
a) Realizar el procedimiento del punto 4.3.5.4.1 para conseguir la concentracion de
1-5 x 10® UFC/mL (530 nm) a partir de la cepa cosechada de M. furfur ATCC
14521.
b) Mediante 3 diluciones seriadas diluir I mL del inéculo 1-5 x 10° UFC/mL en 10
mL de SDBO T40 para obtener las concentraciones de 1-5 x 10° UFC/mL, 1-5 x
10* UFC/mL y 1-5 x 103 UFC/mL de Malassezia furfur ATCC 14521.
c¢) Diluir 0.9 mL de 1-5 x 10° UFC/mL de Malassezia furfur ATCC 14521 en 100 pl
de DMSO para obtener una concentracion del mismo in6culo al 10 % en DMSO.
d) Diluir 4.9 mL de 1-5 x 103 UFC/mL de Malassezia furfur ATCC 14521 en 100 pl
de DMSO para obtener una concentracion del mismo in6culo al 2 % en DMSO.
Lectura de los resultados
1. Obtener el indculo de Malassezia furfur ATCC 14521 a las concentraciones de 1-
5x 10° UFC/mL, 1-5 x 10* UFC/mL y 1-5 x 103 UFC/mL en SDBO T40. (Anexo
27, Formulario N°8)

44



4.3.5.5.2 Enfrentamiento del extracto etandlico de las cortezas vegetales y del
voriconazol para hallar la CMI por el método de microdilucion en caldo contra
Malassezia furfur ATCC 14521
El método de microdilucion en caldo M27-A3 del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) es utilizado para cuantificar la inhibicion del aumento de levaduras u
hongos producido por antifungicos (81). La microdilucién en caldo se realiza con algunas
modificaciones del CLSI para brindar los requerimientos nutricionales a Malassezia
furfur ATCC 14521, usando caldo Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva
al 0.5 % y Tween 40 al 0.5 %, puesto que no se obtiene un 6ptimo crecimiento de este
hongo en el medio RPMI con suplementos lipidicos (83) (84).
Procedimiento para determinar la CMI del extracto etandlico de las cortezas
vegetales
a) Agregar 100 uL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 125 mg/ml
en los pocillos de la columna 1 de las filas A, B, C, D, Ey F.
b) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 62.5 mg/ml
en los pocillos de la columna 2 de las filas A, B, C, D, Ey F.
c) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 31.25 mg/ml
en los pocillos de la columna 3 de las filas A, B, C, D, Ey F.
d) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 15.62 mg/ml
en los pocillos de la columna 4 de las filas A, B, C, D, Ey F.
e) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 7.81 mg/ml
en los pocillos de la columna 5 de las filas A, B, C, D, Ey F.
f) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentraciéon de 3.90 mg/ml
en los pocillos de la columna 6 de las filas A, B, C, D, Ey F.
g) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 1.95 mg/ml
en los pocillos de la columna 7 de las filas A, B, C, D, Ey F.
h) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 0.97 mg/ml
en los pocillos de la columna 8 de las filas A, B, C, D, Ey F.
i) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 0.48 mg/ml
en los pocillos de la columna 9 de las filas A, B, C,D,Ey F.
j) Agregar 100 pL de cada extracto por duplicado a la concentracion de 0.24 mg/ml

en los pocillos de la columna 10 de las filas A, B, C, D,Ey F.
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k) Inocular 100 pL de la suspension 1-5 x 10° UFC/mL de M. furfur ATCC 14521
desde los pocillos de la columna 1 hasta los pocillos de la columna 10 de las filas
A, B,C, D EYF.

I) Agregar 100 pL de SDBO T40 en los pocillos de la columna 11 y 12 de las filas
A, B, C DEVYF.

m) Inocular 100 pL de la suspensién 1-5 x 10° UFC/mL en DMSO al 10% de
M. furfur ATCC 14521 en los pocillos de la columna 11 de las filas A, B, C, D, E
yF.

n) Agregar 100 uL de SDBO T40 adicionales en los pocillos de la columna 12 de las
filasA, B,C,D,EyF.

0) Incubar a 32°C por 48 horas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A

125 | 625 | 3125 | 1562 | 781 | 39 | 195|097 | 048 | 0.24 | CC | CE | VA
B

125 | 625 | 3125 | 1562 | 781 | 39 | 195|097 | 048 | 024 | CC | CE | VA
C

125 | 625 | 3125 | 1562 | 781 | 39 | 195|097 | 048 | 024 | CC | CE | VC
D

125 | 625 | 3125 | 1562 | 781 | 39 | 195|097 | 048|024 | CC | CE | VC
E

125 | 625 | 31.25 | 1562 | 781 | 3.9 | 1.95| 097 | 048 | 0.24 | CC | CE (N]
=

125 | 625 | 31.25 | 1562 | 781 | 3.9 | 1.95| 097 | 048 | 0.24 | CC | CE (N]
G
H

Figura 13. Disefio de la placa para la microdilucion en caldo del extracto etandlico de las
cortezas vegetales en mililitros (mg/ml). Las columnas de la 1 a la 10 de las filas A y B
pocillos con las diluciones seriadas de V. amazonica (VA). Las columnas de la 1 a la 10
de las filas C y D pocillos con las diluciones seriadas de V. calophylla (VC). Las columnas
de la 1 ala 10 de las filas E y F pocillos con las diluciones seriadas de I. juruensis (1J).
La columna 11 desde la fila A hasta la F pocillos con control de crecimiento (CC). La

columna 12 desde la fila A hasta la F pocillos con control de esterilidad (CE)
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Procedimiento para determinar la CMI del voriconazol como control de calidad

positivo del método

a)

b)

c)

d)

9)

h)

)

k)

0)

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 32 pg/ml en los pocillos de
la columna 1 de las filas Ay B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 16 pg/ml en los pocillos de
la columna 2 de las filas A y B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 8 pg/ml en los pocillos de
la columna 3 de las filas A y B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 4 pg/ml en los pocillos de
la columna 4 de las filas A y B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 2 pg/ml en los pocillos de
la columna 5 de las filas A y B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 1 pg/ml en los pocillos de
la columna 6 de las filas Ay B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 0.5 pug/ml en los pocillos de
la columna 7 de las filas Ay B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 0.25 pg/ml en los pocillos
de la columna 8 de las filas A y B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 0.12 pg/ml en los pocillos
de la columna 9 de las filas A y B.

Agregar 100 pL de voriconazol a la concentracion de 0.06 pg/ml en los pocillos
de la columna 10 de las filas A y B.

Inocular 100 pL de la suspension 1-5 x 10° UFC/mL de M. furfur ATCC 14521
desde los pocillos de la columna 1 hasta los pocillos de la columna 10 de las filas
AvyB.

Agregar 100 uL de RPMI en los pocillos de las columnas 11 y 12 de las filas
AvyB.

Inocular 100 pL de la suspension 1-5 x 103 UFC/mL de Malassezia furfur ATCC
14521 en DMSO al 2 % en el pocillo de la columna 11 de las filas A y B.
Agregar 100 uL de SDBO T40 en los pocillos de las columnas 12 de las filas
AvyB.

Incubar a 32°C por 48 horas.
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32 | 16 8 4 2 1 0.5

0.25

0.12

0.06

CC

CE

Figura 14. Disefio de la placa de microdilucion en caldo del farmaco en microlitros
(1g/ml). Las columnas de la1 ala 10 de las filas Ay B pocillos con las diluciones seriadas
de voriconazol (VZ), la columna 11 de las filas A y B pocillos con control de crecimiento

(CC), la columna 12 de las filas A y B pocillos con control de esterilidad (CE).

Lectura de los resultados

1. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos etandlicos
diluidos en DMSO al 10% frente a Malassezia furfur ATCC 14521 a 1-5 x 10°
UFC/mL por el método de microdilucién en caldo por duplicado. (Anexo 28 —
Formulario N°9), (Anexo 29 — Formulario N°10) (Anexo 30 — Formulario N°11)

(Tabla 10)

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del voriconazol diluido en
DMSO al 2% como control de calidad positivo del método frente a Malassezia
furfur ATCC 14521 a 1-5 x 103 UFC/mL por el método de microdilucion en caldo

por duplicado. (Anexo 31 — Formulario N°12) (Tabla 11)
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4.3.5.5.3 Subcultivo en agar Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva
al 0.5% y Tween 40 al 0.5% para determinar la CMI del enfrentamiento de los
extractos etanodlicos por el método de microdilucion en caldo sobre M. furfur ATCC
14521

El subcultivo de cada enfrentamiento del extracto etandlico de las cortezas vegetales a
distintas diluciones contra Malassezia furfur ATCC 14521 en SDAO T40 se realiza como
control de calidad para determinar la CMI a través de la presencia o ausencia de
crecimiento microbiano en cada medio de cultivo sélido, puesto que las altas
concentraciones de pigmentos presentes en los extractos vegetales no permiten visualizar
la inhibicion fungica (85).
Procedimiento
a) Agregar 100 pL en cada placa Petri con SDAO T40 cada dilucion del
enfrentamiento de Iryanthera juruensis en DMSO al 10 % a las concentraciones
de 125 mg/mL, 62.5 mg/mL, 31.25 mg/mL, 15.62 mg/mL, 7.81 mg/mL, 3.90
mg/mL, 1.95, 0.97 mg/mL, 0.48 mg/mL y 0.24 mg/mL contra Malassezia furfur.
b) Agregar 100 pL en cada placa Petri con SDAO T40 cada dilucion del
enfrentamiento de Virola calophylla en DMSO al 10 % a las concentraciones de
125 mg/mL, 62.5 mg/mL, 31.25 mg/mL, 15.62 mg/mL, 7.81 mg/mL, 3.90
mg/mL, 1.95, 0.97 mg/mL, 0.48 mg/mL y 0.24 mg/mL contra Malassezia furfur.
c) Agregar 100 pL en cada placa Petri con SDAO T40 cada dilucion del
enfrentamiento de Vismia amazonica en DMSO al 10 % a las concentraciones de
125 mg/mL, 62.5 mg/mL, 31.25 mg/mL, 15.62 mg/mL, 7.81 mg/mL, 3.90
mg/mL, 1.95, 0.97 mg/mL, 0.48 mg/mL y 0.24 mg/mL contra Malassezia furfur.
d) Agregar 100 pL de la suspension 1-5 x 10° UFC/mL de Malassezia furfur ATCC
14521 en DMSO al 10 % en cada placa Petri con SDAO T40.
e) Agregar 100 uL de SDBO T40 en cada placa Petri con SDAO T40.
f) Sembrar en toda la superficie del medio de cultivo usando hisopos de algodon
estériles.
g) Incubar a 32°C por 48 horas.
Lectura de los resultados
1. Determinar la presencia o ausencia de crecimiento de Malassezia furfur ATCC
14521 en el subcultivo en SDAO T40 de la microdilucion en caldo del extracto
etanolico de las cortezas vegetales. (Anexo 28 — Formulario N°9), (Anexo 29 —
Formulario N°10) (Anexo 30 — Formulario N°11)
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V.- RESULTADOS

5.1 Secado de las cortezas vegetales de las especies botanicas

En la Figura 15 se observa las cortezas vegetales frescas y secas a temperatura ambiente
de V. amazonica, V. calophylla e I. juruensis. En relacion a las Tablas 3 y 4, se tiene las
cantidades y porcentajes de los pesos secos y perdidos de las especies botanicas, las cuales
sefialan que Virola calophylla presenté mayor cantidad y porcentaje de peso seco,
mientras que Iryanthera juruensis obtuvo mas cantidad y porcentaje de peso perdido
después del secado de su corteza vegetal.

Tabla 3. Pesos de las cortezas vegetales de las especies botanicas

Especie Botanica | Peso Fresco (g) | Peso Seco (g) | Peso Perdido (g)

Iryanthera juruensis 2000 649 1351
Virola calophylla 2000 1034 966
Vismia amazonica 2000 936 1064

* El peso perdido o pérdida de agua de las cortezas vegetales es producto de la resta

del peso fresco menos el peso seco.

Tabla 4. Porcentaje de los pesos de las cortezas vegetales de las especies botanicas

Porcentaje del Porcentaje del Porcentaje del

Especie Botanica Peso Seco (%) | Peso Perdido (%) | Peso Total (%)
Iryanthera juruensis 32.45 67.55 100%
Virola calophylla 51.70 48.30 100%
Vismia amazonica 46.80 53.20 100%

*El porcentaje del peso seco y perdido de las cortezas vegetales se calcula con una regla
de tres simple, en la cual se multiplica el peso seco y/o perdido por el 100 % y luego se

divide dicho resultado entre el peso fresco.
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Figura 15. Cortezas vegetales de las especies botanicas. (1) Cortezas frescas. (2) Cortezas

secas. (A) Iryanthera juruensis. (B) Virola calophylla. (C) Vismia amazonica.

5.2 Macerado de las cortezas vegetales de las especies botanicas

Las propiedades organolépticas del macerado de las cortezas vegetales de las especies
botéanicas se encuentran descritas en la Tabla 6 y se visualizan en la Figura 16, las cuales

nos permiten identificar las caracteristicas propias del macerado de cada corteza vegetal.

Tabla 5. Propiedades organolépticas del macerado de las cortezas vegetales

Especie Botanica Color Olor | Consistencia
Iryanthera juruensis Anaranjado — ambar Lefioso Liquido

Virola calophylla Marrén oscuro — anaranjado | Resinoso Liquido
Vismia amazonica Verde oscuro Resinoso | Semi viscoso
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Figura 16. Macerado de las cortezas vegetales de las especies botéanicas. (A) Iryanthera
juruensis. (B) Virola calophylla. (C) Vismia amazonica

5.3 Obtencion de los pesos del extracto etandlico de las cortezas vegetales

En la Figura 17 se contemplan las cdpsulas que contienen el extracto etandlico de las
cortezas vegetales, en lo que se refiere a la Tabla 6 se tiene el peso del extracto etanélico
de V. amazonica, V. calophylla e I. juruensis y en la Tabla 7 se muestra el porcentaje de
rendimiento de los extractos etandlicos indicando que Vismia amazonica posee el mas
alto porcentaje de rendimiento y mayor cantidad de compuestos solubles en etanol.

Tabla 6. Pesos del extracto etanolico de las cortezas vegetales

Peso de la capsula Peso de la Peso del extracto

Especie Botanica con extracto capsula vacia etandlico (g)

etanolico (g) (0)
Iryanthera juruensis 124.15 94.97 29.18
Virola calophylla 126.83 93.28 33.55
Vismia amazonica 166.33 86.81 79.52

* El peso del extracto etandlico de las cortezas vegetales es producto de la resta del peso

de la capsula con el extracto etandlico menos el peso de la capsula vacia

Tabla 7. Porcentaje de rendimiento del extracto etandlico de las cortezas vegetales

Especie Botanica

Peso seco ()

Peso del extracto

etanolico (g)

Porcentaje de

rendimiento (%)

Iryanthera juruensis 649 29.18 4.49
Virola calophylla 1034 33.55 3.24
Vismia amazonica 936 79.52 8.49

* El porcentaje de rendimiento se calcula dividiendo el peso del extracto etandlico entre

el peso seco de la corteza vegetal y luego se multiplica dicho resultado por el 100%
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Figura 17. Cépsulas con el extracto etandlico de las cortezas vegetales. (A) Vismia

amazonica (B) Iryanthera juruensis (C) Virola calophylla

5.4 Medicion de los halos de inhibicion de los extractos etanolicos y del voriconazol
por el método de difusion en pozos contra M. furfur ATCC 14521

En las Figuras 18 y 19 se visualiza los principales halos de inhibicion obtenidos de los
extractos etandlicos y del voriconazol a través del método de difusion en pozos en SDAO
T40 contra Malassezia furfur, mientras que en los Anexos 24 y 25 se puede ver todos los
halos de inhibicién formados a partir de cada concentracion de antifungico difundido a
través el agar. En referencia a la Tabla 8 se observa que Virola calophylla posee mas
actividad biologica, puesto que presentd halos de inhibicion desde la concentracion de
500 mg/ml hasta 62.5 mg/ml y de mayor medida en comparacion a Vismia amazonica
que solo formé halos de inhibicion en la dilucion de 500 mg/ml e Iryanthera juruensis no
generd ningun halo de inhibicion. Con relacion a la Tabla 9 se puede ver que el
voriconazol como control de calidad positivo del método, formd halos de inhibicion
mucho mas grandes en comparacién a los que generd V. calophylla, indicando que M.
furfur ATCC 14521 es mas sensible al voriconazol que a los extractos etandlicos
estudiados. En cuanto al andlisis estadistico de las mediciones de los halos de inhibicion
para los extractos etandlicos y el voriconazol se tiene que no hubo diferencias
significativas para ambos resultados, puesto que la media de los halos de inhibicion de
cada concentracién presenta una tendencia central y los valores bajos de la desviacion

estandar establecen que los datos de las mediciones tienden a estar unidos a la media.
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Tabla 8. Halos de inhibicion formados por las distintas concentraciones del extracto

etandlico de las cortezas vegetales sobre M. furfur ATCC 14521

Halo de Inhibicién (mm)

Virola calophylla

Vismia amazonica

Concentracione | Medicion | Medicion | Media + | Medicion | Medicion | Media +
S 1 2 DE 1 2 DE
500 mg/ml 16 15 155+0.5 8 8 8+0
250 mg/ml 14 12 13+1 - - -
125 mg/ml 10 8 9+1 - - -
62.5 mg/ml 9 9 9+0 - - -

*La media es el promedio que se obtiene al sumar las mediciones 1 y 2 de los halos de

inhibicién de una determinada concentracion de extracto etandlico y luego dividirlo entre

dos. DE: desviacién estandar

Figura 18. Formacion de halos de inhibicion de los extractos etandlicos por el método de
difusion en pozos sobre M. furfur ATCC 14521. (A) Presencia de halo de inhibicién de
V. calophylla a 500 mg/ml. (B) Presencia de halo de inhibicion de V. calophylla a 62.5

mg/ml. (C) Ausencia de halo de inhibicion de V. calophylla a 31.25 mg/ml. (D) Presencia

de halo de inhibicion de V. amazonica a 500 mg/ml. (E) Ausencia de halo de inhibicion

de V. amazonica a 250 mg/ml. (F) Ausencia de halo de inhibicién de I. juruensis a 500

mg/mL
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Tabla 9. Halos de inhibicion formados por las distintas concentraciones del voriconazol
sobre M. furfur ATCC 14521

Halo de Inhibicion (mm)
Voriconazol
Concentraciones | Medicion 1 | Medicion 2 | Media + DE
32 pg/ml 43 41 42 +1
16 pg/ml 36 37 36.5+0.5
8 pg/ml 30 27 285+15
4 pg/ml 20 23 215+15
2 pg/ml 12 13 125+£05

*La media es el promedio que se obtiene al sumar las mediciones 1 y 2 de los halos de
inhibicién de una determinada concentracion de voriconazol y luego dividirlo entre dos.

DE: desviacién estandar

Figura 19. Formacién de halos de inhibicion del voriconazol por el método de difusion
en pozos sobre M. furfur ATCC 14521. (A) Presencia de halo de inhibicién del

voriconazol a 32 pg/ml. (B) Presencia de halo de inhibicion del voriconazol a 2 pg/ml.

(C) Ausencia de halo de inhibicion del voriconazol a 1 pg/ml.

5.5 Enfrentamiento del extracto etandlico de las cortezas vegetales y del voriconazol

para hallar la CMI por el método de microdilucion contra M. furfur ATCC 14521

En las Figuras 20 y 21 se muestran los resultados conseguidos mediante el método de
microdilucién en SDBO T40 para hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico de las cortezas vegetales y del voriconazol contra Malassezia furfur.
Con respecto a la determinacion de la CMI para los extractos etanolicos de las cortezas
vegetales, en la Tabla 10 se indica la CMI de 62.5 mg/ml para Virola calophylla y Vismia

amazonica, mientras que Iryanthera juruensis no exhibio6 actividad antifungica.
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A su vez, en los Anexos 28, 29 y 30 se puede ver el subcultivo en SDAO T40 de cada
enfrentamiento de los extractos etandlicos para ver su respectiva CMI, puesto que los
pigmentos vegetales no permitieron visualizar la inhibicion fungica en la microdilucion
en caldo. Por otro lado, en la Tabla 11 se observa la CMI del voriconazol como control
de calidad positivo del método, la cual corresponde a un valor de 0.12 pg/ml que es mucho
menor en comparacion a la CMI de V. calophylla y V. amazonica, demostrando que M.
furfur ATCC 14521 es mucho mas susceptible al voriconazol que a los extractos

etanolicos.

Tabla 10. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de las cortezas
vegetales frente a M. furfur ATCC 14521

Especie Botanica Concentracion Minima Inhibitoria
Vismia amazonica 62.5 mg/ml

Virola calophylla 62.5 mg/ml
Iryanthera juruensis -

Figura 20. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto etandlico de las cortezas
vegetales por el método de microdilucién en caldo frente a M. furfur ATCC 14521. La
columna 2 de las filas A y B marcada en rojo corresponde a la CMI de V. amazonica a
62.5 mg/ml. La columna 2 de las filas C y D marcada en verde corresponde a la CMI de

V. calophylla a 62.5 mg/ml. En las filas E y F no se observa la CMI de 1. juruensis.
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Tabla 11. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del voriconazol como control de
calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521

Farmaco Concentracion Minima Inhibitoria

Voriconazol 0.12 pg/ml

Figura 21. Concentracién Minima Inhibitoria del voriconazol frente a M. furfur ATCC
14521 por el método de microdilucion en caldo. La columna 9 de las filas A y B marcada
en rojo corresponde a la CMI a 0.12 pg/ml del voriconazol
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VI.- DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo principal determinar la actividad antifingica in
vitro del extracto etandlico de las cortezas de Iryanthera juruensis, Virola calophylla y
Vismia amazonica contra Malassezia furfur ATCC 14521.

Para ello, se realizo el analisis microbioldgico, eligiendo el uso de levaduras M. furfur
ATCC 14521 y no de filamentos, porque Mendoza M (86) indicd que es importante
realizar las investigaciones en levaduras, puesto que son mas sensibles para el aislamiento
e identificacion taxondmica a nivel molecular y son mas susceptibles a los antifungicos.
No obstante, para estudios con estructuras miceliales, se emplea el método M38-A2 del
CLSI, pero los micelios pueden presentar resistencia a los antifungicos en las pruebas de
sensibilidad y fallas en su tratamiento (87). También es importante mencionar que el
dimorfismo de las especies de Malassezia spp hacen complicado su estudio en fase
micelial y su cultivo in vitro, excepto por Saadatzadeh, et al (88) que hicieron crecer
micelios in vitro de diferentes especies de Malassezia spp obtenidos de muestras clinicas
en el medio agaroso de cultivo micelial, pero sin realizar pruebas de sensibilidad. Aunque,
en un estudio demostraron que el ketoconazol inhibe las levaduras y las células miceliales
de Malassezia furfur en un medio de cultivo solido (89). Por otro lado, hay investigadores
que estan examinando muchas especies botanicas usadas en la medicina tradicional como
tratamiento alternativo para combatir diferentes tipos de enfermedades infecciosas,
puesto que se ha descubierto que muchos hongos patégenos como los del género
Malassezia sp son resistentes a los azoles y estos Ultimos han ocasionado efectos adversos
en los seres humanos. En este sentido, se encontrd que los compuestos quimicos que tiene
el extracto etanolico de Citrullus colocynthis, son los responsables de su efecto toxico en
Malassezia furfur y otras especies infecciosas del mismo género (90). Asimismo, se halld
que Malassezia furfur es altamente susceptible al extracto etandlico de Quisqualis indica
y al extracto acuoso de Eugenia jambolana (91). En nuestros resultados obtenidos, los
extractos etanolicos de Virola calophylla y Vismia amazonica mostraron actividad
biolégica sobre M. furfur ATCC 14521 en los métodos de sensibilidad antifingica
analizados, mientras que Iryanthera juruensis no tuvo efecto en ninguno de los ensayos
(Figura 18 y 20). Al medirse los halos de inhibicidon que formaron el extracto etandlico

de las cortezas de Virola calophylla y Vismia amazonica (Tabla 8) diluidas a diferentes
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concentraciones en DMSO al 100 % por el método de difusién en pozo en SDAO T40,
se observo que fueron de menor tamafio en comparacion a los que formo el voriconazol
DMSO al 2 % (Tabla 9), debido a que en la naturaleza estas cortezas vegetales poseen
varios compuestos quimicos en distintas proporciones y no necesariamente atraviesan el
agar (70). También se demostr6é que Virola calophylla presentd mayor actividad contra
M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40, formando halos de inhibicién desde la
concentracion de 500 mg/ml hasta 62.5 mg/ml (Tabla 8), lo cual indica que el extracto
etandlico de la corteza de Virola calophylla posee compuestos con propiedades
antifungicas sobre Malassezia furfur ATCC 14521 son permeables al agar a diferencia de
Vismia amazonica que solo formd halo de inhibicion a la concentracion de 500 mg/ml
(Tabla 8). Respecto a los resultados obtenidos del voriconazol frente a M. furfur ATCC
14521 como control de calidad positivo del método de difusion en pozo en SDAO T40,
los halos de inhibicion fueron mucho grandes y de bajas concentraciones desde 32 pg/mL
hasta 2 pg/mL (Figura 19) en comparacion con los que formaron los extractos de Virola
calophylla y Vismia amazonica (Figura 18); puesto que el voriconazol es una droga pura
y contiene una alta capacidad fungicida ante Malassezia furfur (84). A su vez, se
menciono los términos de sensible (S), intermedio (1) y resistente (R) para los halos de
inhibicion formados por el voriconazol (Anexo 26), debido a que existen parametros
establecidos por el CLSI para el estudio de sensibilidad a los antifingicos como el
voriconazol que es un derivado triazolico fluorado que inhibe la sintesis del ergosterol y
otros esteroles, ejerciendo un efecto letal sobre hongos y levaduras (81) (92) (93). Por
otro lado, el valor de la CMI obtenido del enfrentamiento del extracto etandlico de Virola
calophylla y Vismia amazonica diluidas a diferentes concentraciones en DMSO al 10 %
por el método de microdilucion en caldo SDBO T40 contra Malassezia furfur ATCC
14521 fue de 62.5 mg/ml para los dos casos (Tabla 10 y Figura 20). Al comparar la CMI
de ambos extractos etandlicos con el voriconazol en DMSO al 2 %, vemos que este Gltimo
tuvo una CMI de 0.12 pg/ml (Tabla 11 y Figura 21), la cual es mucho menor que la CMI
de Virola calophylla y Vismia amazonica, puesto que el voriconazol es una droga pura.
Asimismo, el método de microdilucion en caldo es mucho mas sensible que la difusion
en agar, porque en SDBO T40 muchos compuestos forman puentes de hidrogeno con el
agua permitiéndoles actuar de manera directa sobre los microorganismos que se
encuentran dispersos en el medio de cultivo liquido, mientras que en SDAO T40 el agar

no permite que los compuestos difunden con facilidad y enfrenten a los microorganismos
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que se encuentran en la superficie del medio de cultivo solido (81) (94). Por otra parte,
los extractos etanolicos de las cortezas vegetales fueron diluidos en DMSO al 10%, puesto
que en nuestro trabajo y en otras investigaciones se observé que el DMSO al 10% no
inhibe el crecimiento en caldo de M. furfur ATCC 14521 a la concentracion de 1-5 x 10°
UFC/mL (39) (95). Sin embargo, no se han encontrado estudios que demuestren el rol
que juega el DMSO en la inhibicién de Malassezia furfur y tampoco en otras especies del
mismo género en medios de cultivo liquido. Aun asi, se ha comprobado que el DMSO al
10% puede desnaturalizar fragmentos de ADN (96), puesto que los grupos metilo del
DMSO se unen con la citosina e interrumpe su apareamiento con la guanina, ocasionando
la rotura de las hebras del ADN y causar muerte celular (94). En cuanto a la comparacion
de los resultados obtenidos en ambos métodos para cada extracto, estos fueron distintos
para Vismia amazonica, la cual posee mayor capacidad inhibitoria en la microdilucion en
caldo con una CMI de 62.5 mg/ml en DMSO al 10 % y menor actividad en la difusion en
agar formando Unicamente halos de inhibicion en la concentracion de 500 mg/ml en
DMSO al 100 %, evidenciando que los compuestos biologicamente activos contra
Malassezia furfur ATCC 14521 presentes en Vismia amazonica tienen una escasa
permeabilidad al agar. Mientras que Virola calophylla tiene una CMI de 62.5 mg/ml en
DMSO al 10 % en la microdilucién en caldo y tambien forma halos de inhibicion hasta
la concentracion de 62.5 mg/ml en DMSO al 100 % demostrando una vez mas que posee
compuestos antifungicos sobre M. furfur ATCC 14521 permeables al agar. Es importante
tener en cuenta que la difusion en agar forma parte de los métodos estandarizados para
evaluar la sensibilidad in vitro de microorganismos patégenos como Malassezia furfur a
los antifungicos, mediante la formacion de halos de inhibicion (97). Sin embargo, hay
que considerar que la permeabilidad al agar también es un factor limitante al evaluar los
resultados obtenidos, puesto que no hay investigaciones sobre los compuestos presentes
en la corteza de Vismia amazonica con propiedades fungicidas y no tendrian el potencial
de formar enlaces quimicos con el agar o podrian ser de gran tamafio que les impiden
difundir a través del mismo (98). Por el contrario, Ruge et al (49) demostro que el safrol
y el metilparabeno son compuestos antimicoticos presentes en las cortezas de Virola
calophylla, los cuales tienen la capacidad de ser permeables al agar.

De acuerdo a otros estudios realizados, se encontrd que el extracto etanolico de la corteza
de Virola calophylla tiene propiedades antimicrobianas, debido a la presencia de

compuestos bioldgicamente activos como el metilparabeno y el safrol (49). En una
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investigacion se descubrid que el metilparabeno de origen comercial inhibe el crecimiento
de hongos como Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Candida albicans en medios de
cultivo solidos (99). En la investigacion realizada por Vizcaino S (100), comprobo el
potencial fungicida del safrol aislado de los extractos vegetales de Piper auritum y Piper
holtonii frente al micelio del hongo fitopatégeno Botryodiplodia theobromae en agar papa
dextrosa a través de la formacion de halos de inhibicion. A su vez, se ha demostrado que
el safrol de origen comercial presenta actividad antifungica moderada por métodos de
microdilucién en caldo sobre Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Pityrosporum ovale (Malassezia furfur), Penicillium chrysogenum y Candida utilis con
CMis entre 100 a 800 pg/ml, siendo Pityrosporum ovale el hongo més sensible al safrol
(101). Al comparar los estudios anteriormente mencionados con nuestros resultados
obtenidos, podemos indicar que las propiedades antifingicas de Virola calophylla contra
Malassezia furfur ATCC 14521, se debe a la presencia de compuestos biolégicamente
activos como el metilparabeno y principalmente el safrol, del cual se ha comprobado su
efecto toxico frente a Malassezia furfur (101). Sin embargo, no podemos descartar la
existencia de otros compuestos quimicos con actividad antimicoética presentes en Virola
calophylla, puesto que no se han realizado méas investigaciones en relacion a ello.

Con respecto a Vismia amazonica, no se encontraron estudios que demuestran las
propiedades antimicdticas de sus extractos etandlicos; aunque Nué J (51), reporté una
mayor actividad leishmanicida de quinonas, flavonoides, taninos en la fraccion hexanica
del extracto crudo de las raices de Vismia amazonica. Magalhaes et al (102), hallaron que
el extracto hexanico de Vismia gracilis (Vismia amazonica) posee benzofenonas y
antraquinonas con efecto toxico en las larvas de Aedes aegypti (transmisor de
enfermedades tropicales); quedando por demostrar qué tipo de compuestos presentes en
Vismia amazonica son biolégicamente activos contra hongos y levaduras. No obstante,
se han hecho estudios con otras especies del género Vismia sp como Vismia guianensis,
de la cual se comprobd que el extracto etandlico de sus hojas tiene un gran potencial
antifangico contra los hongos dimdrficos de Sporothrix schenckii (103). También, Costa
Rl et al (104) han indicado que el extracto etandlico y metandlico de las hojas de Vismia
guianensis posee actividad inhibitoria sobre Malassezia furfur, Candida albicans y
Trichophyton rubrum; por lo cual, al relacionar este ultimo estudio con nuestros
resultados obtenidos, se demuestra que el género Vismia sp presenta compuestos

biol6gicamente activos frente a Malassezia furfur.
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VIl.- CONCLUSIONES

Se demostro la actividad bioldgica in vitro del extracto etandlico de las cortezas
de Virola calophylla y Vismia amazonica sobre Malassezia furfur ATCC 14521
en las pruebas de sensibilidad antifungica analizadas.

Se observé que el extracto etandlico de Iryanthera juruensis no tuvo efecto in
vitro ante M. furfur ATCC 14521 en ninguno de los métodos realizados.

Se comprob6 mediante de la medicion de los halos de inhibicion que Virola
calophylla posee mayor permeabilidad al agar contra M. furfur ATCC 14521.

Se determind a través del método de microdilucion en caldo el valor de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 62.5 mg/ml del extracto etandlico de
las cortezas de Virola calophylla y Vismia amazonica frente a M. furfur ATCC
14521.
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VI1Il.- RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio fitoquimico del extracto etandlico de las cortezas vegetales de
Virola calophylla y Vismia amazonica e identificar los compuestos que presentan
actividad contra Malassezia furfur ATCC 14521.

e Demostrar la actividad bioldgica in vitro del extracto hexanico de la corteza de
Virola calophylla y Vismia amazonica frente a Malassezia furfur ATCC 14521
por distintos métodos de sensibilidad antifungica.

e Determinar la actividad antimicética in vitro del extracto etanélico de las cortezas
de Virola calophylla y Vismia amazonica a través de pruebas de sensibilidad

antifangica sobre las estructuras miceliales (fase patdgena) de Malassezia furfur.
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Anexo 1. Casos de la pitiriasis versicolor en el Pert por departamentos de los Gltimos cinco afios (2020 -2024), otorgados por el
MINSA
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*Captura de pantalla del correo electronico respondido por el MINSA, adjuntando el archivo que contiene los casos de pitiriasis versicolor en

el Peru por departamentos de los ltimos cinco afios (2020 — 2024)
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Tabla 12

Casos de pitiriasis versicolor registrados en el Pert por meses y departamentos durante el afio 2020

CASOS DE PITIRIASIS VERSICOLOR POR MESES, SEGUN DEPARTAMENTOS - ANO 2020

Departamento EESS Subcategoria 01 Ene | 02 Feb | 03 Mar | 04 Abr | 05 May | 06 Jun | 07 Jul | 08 Ago | 09 Set | 10 Oct | 11 Nov | 12 Dic | Total, general
AMAZONAS B?{?gr\_,ggloRnggls 7 9 9 - 1 - - 3 6 2 6 1 44
ANCASH B?{?&F;gllc':l'(ljRngsls 17 25 9 2 - 1 - 1 2 7 2 4 70
APURIMAC B?{?géggg_lggls 9 6 5 - - - 1 - 1 - 9 1 32
AREQUIPA B?{?géggg_lggls 15 14 3 1 1 - 1 1 3 1 3 7 50
AYACUCHO B?{(/SEF;;IC'I:'(I)RLISFSQIS 8 6 3 1 3 1 5 3 2 1 9 1 43
CAJAMARCA Bs;?géggg_‘ésls 28 26 9 1 4 2 3 4 5 4 5 8 99
CALLAO Bs;?gRgg(ljRngg IS 16 15 9 - - 1 3 1 - 3 3 9 60
CuUsCoO Bs;?gé;géi‘ggls 15 17 7 - 4 1 8 - 9 6 9 4 80
HUANCAVELICA Bs;?gé;gg_‘égls 4 2 4 2 - 1 1 1 6 1 3 5 30
HUANUCO Bs;?gé;gg_‘égls 8 13 5 3 1 1 - 1 2 6 2 5 47
ICA B SIS 2 | 25 6 2 - 1 - - - 4 3 3 76
JUNIN B SIS 12 | 19 2 1 5 2 1 1 3 5 13 | 17 81
LA LIBERTAD B SIS 24 | 2 21 3 2 2 - 5 5 5 3 3 94
LAMBAYEQUE Bs;?gé;gg_'gsls 34 38 12 1 - 7 2 5 6 9 11 7 132
LIMA B SIS 193 | 188 | 102 3 8 8 9 9 21 | 25 | 25 | 19 610
LORETO BQ{ESRSPII(-ZF(I)F\I’_IQSIS 37 39 31 - 4 8 9 18 19 19 4 12 200
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MADRE DE DIOS 83\?&5"&'?:33'5 5 7 8 - 4 3 - 1 1 2 4 - 35
MOQUEGUA B@gégl'gc'i'gg's 2 2 - - - 1 1 - - 1 - 2 9
PASCO B%?QFQSCTCI)RLIQFSQIS 2 1 2 - - - - - - 1 1 - 7
PIURA B?gégl'gc'i'gg's 53 50 18 1 - 5 14 8 17 19 14 22 221
PUNO B SIS 8 6 4 - - - 2 1 - 1 2 5 29
SAN MARTIN BB\?&FQSP:CT(I)RLIQSIS 20 52 23 - 2 4 7 15 17 13 26 17 196
TACNA B?{?gF;SPI'CT(')RL'gg IS - 3 2 - - - - 1 2 4 1 1 14
TUMBES 53\‘/52&;'25_'83'5 16 15 6 - - - 1 1 2 4 4 2 51
UCAYALI B?g&;'g&'gg IS 27 22 10 2 4 - 5 2 7 5 4 2 90
Total, general 592 621 310 23 43 49 73 82 136 | 148 166 157 2,400

Fuente: Oficina General de Tecnologias de la Informacion - MINSA

* La fila resaltada en amarillo corresponde a los casos de pitiriasis versicolor registrados en Loreto por meses durante el afio 2020
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Tabla 13

Casos de pitiriasis versicolor registrados en el Per( por meses y departamentos durante el afio 2021

CASOS DE PITIRIASIS VERSICOLOR POR MESES, SEGUN DEPARTAMENTOS - ANO 2021

Departamento EESS Subcategoria 01 Ene | 02Feb | 03 Mar | 04 Abr | 05 May | 06 Jun | 07 Jul | 08 Ago | 09 Set | 10 Oct | 11 Nov | 12 Dic | Total, general
AMAZONAS B?{?gr\-)gllc':l'loRng;IS 3 5 9 6 4 - 3 6 6 6 12 2 62
ANCASH B?{?géggg?ggls 3 6 1 4 5 10 4 3 12 12 11 5 76
APURIMAC B?{?géggg_lggls 2 2 1 2 - 1 1 4 1 3 1 1 19
AREQUIPA B?{?géggg_lgsls 5 7 5 1 5 6 1 11 5 8 5 3 62
AYACUCHO B?{(/SEF;QIC':I'IORLISEIS 3 2 7 5 5 3 1 6 5 3 3 6 49
CAJAMARCA Bs;?géggg_‘égls 10 10 13 10 3 1 8 13 9 11 18 16 122
CALLAO Bs;?gRgg(ljRngg IS 5 4 2 3 - 1 2 1 3 3 5 4 33
CuUsCoO Bs;?gé;géi‘égls 14 8 5 8 9 4 9 4 15 9 13 11 109
HUANCAVELICA Bs;?gé;géi‘ggls 2 1 3 3 2 - 3 2 1 2 4 5 28
HUANUCO Bs;?gé;géi‘ggls 5 2 8 2 1 8 15 6 10 7 10 11 85
ICA B SIS 2 1 1 4 - 3 1 2 6 9 7 3 39
JUNIN Bs;?gé;géilggls 4 12 6 10 - 16 4 4 10 9 5 14 94
LA LIBERTAD Bs;?gé;gg_'ggls 6 7 6 4 11 5 11 12 6 11 9 12 100
LAMBAYEQUE B:’;?SF;SPI'CT(')RL'QFS{'S 7 6 5 6 10 12 | 8 6 17 | 4 19 | 11 111
LIMA B SIS 24 16 | 33 | 34 | 32 | 35 | 44 | 49 | s0 | 57 | 49 | a1 464
LORETO BQ{ESRSPII(-ZF(I)F\I’_IQSIS 11 9 9 19 15 16 15 20 39 40 35 16 244
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MADRE DE DIOS B o oIS 1 2 3 3 5 2 3 6 2 3 - 2 32
MOQUEGUA B oo SIS - - 1 - - 1 - 2 3 2 1 - 10
PASCO B?gégl'gc'i'gg's 3 - 2 1 1 - 3 2 - 1 2 3 18
PIURA B?gé;'gg_'gg's 13 3 13 11 12 25 | 25 37 25 | 21 21 7 213
PUNO B%?QFQSCTCI)RLIQFSQIS 3 1 3 4 3 2 2 5 2 8 7 4 44
SAN MARTIN B%EF;SPI'CT(')RL'QE'S 17 18 16 15 3 5 5 18 14 | 25 22 20 178
TACNA B%EF;SPI'CT(')RL'Q;'S - - 1 2 - 2 2 10 - 2 4 2 25
TUMBES 53\‘/52&;'&'5:83'5 1 1 6 5 4 2 3 6 12 8 10 4 62
UCAYALI B?gégl'gg_'gg IS 7 7 14 3 11 10 6 6 8 9 9 4 94
Total, general 151 130 | 173 | 165 | 141 | 170 | 179 | 241 | 261 | 273 | 282 | 207 2,373

Fuente: Oficina General de Tecnologias de la Informacion - MINSA
* La fila resaltada en amarillo corresponde a los casos de pitiriasis versicolor registrados en Loreto por meses durante el afio 2021
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Tabla 14
Casos de pitiriasis versicolor registrados en el Pert por meses y departamentos durante el afio 2022

CASOS DE PITIRIASIS VERSICOLOR POR MESES, SEGUN DEPARTAMENTOS - ARO 2022
Departamento EESS Subcategoria 01 Ene 02 Feb | 03 Mar | 04 Abr | 05 May | 06 Jun | 07 Jul | 08 Ago | 09 Set | 10 Oct | 11 Nov | 12 Dic | Total, general

AMAZONAS B?g&g'&'i'gg's 9 7 4 16 12 5 4 10 3 12 7 12 101
ANCASH B SIS 5 5 17 12 17 17 | 15| 12 | 14 | 14 14 5 147
APURIMAC B SIS 5 2 3 4 1 2 3 4 2 4 5 5 40
AREQUIPA B?gégl'gg_'gg's 5 3 7 9 5 2 5 4 4 4 3 5 56
AYACUCHO B SIS 7 4 3 4 5 4 6 1 1 10 4 5 54
CAJAMARCA B SIS 10 7 13 10 7 4 19 | 10 | 12 | 26 21 7 146
CALLAO B SIS 3 2 4 11 1 15 2 4 6 5 10 10 73
CUSCO B SIS 14 8 14 9 14 10 5 6 9 15 6 8 118
HUANCAVELICA B SIS 4 2 3 ; 3 1 2 1 5 - 1 5 27
HUANUCO B SIS 5 5 11 8 3 5 4 15 4 9 15 5 89
ICA B SIS 3 4 7 5 6 5 3 6 4 12 8 6 69
JUNIN lezlsgégllg(ljRnggls 8 2 12 5 5 2 9 3 2 5 9 7 69

LA LIBERTAD B SIS 12 11 23 21 19 17 | 26 | 15 | 15 | 19 14 9 201
LAMBAYEQUE B:’;?SF;SPI'CT(')RL'QFS{'S 7 12 18 8 13 14 | 10 16 10 | 11 12 9 140

LIMA B SIS 56 78 90 106 98 85 | 73 | 8 | 80 | 87 01 86 1,011
LORETO B SIS 20 30 58 38 47 5 | 42 | 28 | 35 | 26 52 22 423
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MADRE DE DIOS B oo SIS 6 1 5 4 6 2 5 4 1 1 6 6 47
MOQUEGUA B oo SIS 1 2 3 2 2 2 - 2 3 - 1 3 21
PASCO B%gégl'g'oﬁ_'gg's - 1 - 4 2 - - 1 2 1 2 - 13
PIURA B g SIS 15 35 11 24 21 17 | 19| 29 | 3 | 25 | 27 16 273
PUNO B SIS 4 6 2 2 9 8 11 5 7 7 9 9 79
SAN MARTIN B SIS 19 18 32 26 22 19 | 24 | 28 | 31 | 3 | 3 | 2 309
TACNA el 1 2 5 2 1 2 1 1 - 2 - - 17
TUMBES B SIS 7 3 8 5 9 12 9 4 2 9 4 3 75
UCAYALI B SIS 4 9 2 14 14 2 | 12| 1| 12| 12 13 8 123

Total, general 230 259 | 355 | 349 | 342 | 287 | 309 | 301 | 208 | 347 | 371 | 273 3,721

Fuente: Oficina General de Tecnologias de la Informacion - MINSA
* La fila resaltada en amarillo corresponde a los casos de pitiriasis versicolor registrados en Loreto por meses durante el afio 2022
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Tabla 15

Casos de pitiriasis versicolor registrados en el Per( por meses y departamentos durante el afio 2023

CASOS DE PITIRIASIS VERSICOLOR POR MESES, SEGUN DEPARTAMENTOS - ANO 2023

Departamento EESS Subcategoria 01 Ene | 02 Feb | 03 Mar | 04 Abr | 05 May | 06 Jun | 07 Jul | 08 Ago | 09 Set | 10 Oct | 11 Nov | 12 Dic | Total, general
AMAZONAS el 10 10 13 15 3 3 8 9 18 | 14 12 | 12 127
ANCASH B SIS 13 17 24 24 20 23 | 20 | 18 | 26 | 27 0 | 23 265
APURIMAC B SIS 4 9 1 3 3 1 3 6 5 1 9 10 55
AREQUIPA el 5 4 11 8 4 9 6 12 7 17 14 | 12 109
AYACUCHO B SIS 5 2 12 11 3 6 3 2 | w0 | u 10 | 13 08
CAJAMARCA B SIS 17 15 23 26 11 16 | 21| 25 | 27 | 31 % | 23 259
CALLAO B SIS 12 9 9 19 31 18 | 26 | 15 | 18 | 18 8 13 196
CUSCO B SIS 19 26 18 22 12 13 | 11 | 24 | 31 | 24 27 12 239
HUANCAVELICA | B3o0eDTIRIASIS 4 3 2 5 1 8 2 9 5 7 7 9 62
HUANUCO B SIS 7 8 5 7 10 7 17 3 10 | 13 11 | 13 111
ICA B SIS 17 11 15 20 11 23 | 16 | 20 | 23 | 26 17 16 215
JUNIN B SIS 8 11 10 7 8 8 20 9 15 | 1 12 | 17 137
LA LIBERTAD B SIS 20 24 16 38 26 26 | 24 | 30 | 24 | 29 a0 | 28 325
LAMBAYEQUE Bs;ng;SPI'CT(')RL'QFS{'S 12 24 24 20 12 19 | 20 | 4 | 25 | 20 20 29 269
LIMA B SIS 116 | 136 | 179 | 196 | 219 | 194 | 164 | 154 | 148 | 175 | 174 | 140 1,995
LORETO B SIS 28 45 46 35 63 3 | 52 | 53 | 47 | 53 43 | 29 530
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B360 - PITIRIASIS

MADRE DE DIOS b 5 18 18 7 10 15 6 6 17 | 9 8 11 130
MOQUEGUA B o SIS 4 9 1 4 3 3 2 2 3 1 2 5 39
PASCO B SIS 3 4 10 5 4 5 4 4 5 1 7 1 53
PIURA B ool 32 v, 48 52 42 55 | 24 | 34 | a4 | 3 | 28 | 27 466
PUNO B SIS 8 12 10 11 4 10 | 13 7 8 2 10 8 103

SAN MARTIN B SIS 27 55 39 28 25 25 | 39 | 38 | 20 | 53 | 36 | 4 435
TACNA el 5 3 2 - 5 3 9 1 5 8 5 4 50
TUMBES B SIS 5 10 10 18 13 17 | 2 | 20 | 28 | 2 16 8 189
UCAYALI B SIS 17 17 20 26 17 23 | 20| 26 | 2 | 32 | 2 | 13 259

Total, general 403 | 524 | 566 | 607 | 560 | 566 | 552 | 581 | 600 | 644 | 596 | 517 6,716

Fuente: Oficina General de Tecnologias de la Informacion - MINSA

* La fila resaltada en amarillo corresponde a los casos de pitiriasis versicolor registrados en Loreto por meses durante el afio 2023
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Tabla 16

Casos de pitiriasis versicolor registrados en el Per( por meses y departamentos durante el afio 2024

CASOS DE PITIRIASIS VERSICOLOR POR MESES, SEGUN DEPARTAMENTOS - ANO 2024

Departamento EESS Subcategoria 01 Ene 02 Feb | 03 Mar | 04 Abr | 05May | 06 Jun | 07 Jul | 08 Ago | 09 Set | 10 Oct | 11 Nov | 12 Dic | Total, general

AMAZONAS B SIS 8 19 8 9 7 10 | 13 9 13 | 15 13 | 10 134
ANCASH B SIS 38 34 22 29 29 24 | 16 | 19 | 37 | 29 13 28 318
APURIMAC B SIS 7 8 20 17 3 14 7 8 7 3 5 7 106
AREQUIPA B SIS 18 10 10 25 17 13 | 10| 16 | 13 | 18 8 11 169
AYACUCHO B SIS 17 15 7 11 12 21 7 12 | 14 | 2 17 | 18 177
CAJAMARCA B SIS 36 35 16 27 27 30 | 24 | 25 | 30 | 35 s | 30 356
CALLAO B SIS 22 28 21 30 25 18 | 2 | 22 | 24 | 10 | 20 | 2 280
CUSCO B SIS 17 23 24 27 19 24 | 29 | 30 | 26 | 24 31 | 32 306
HUANCAVELICA B SIS 8 7 8 7 9 12 3 1 | 15 | 17 6 7 110
HUANUCO B SIS 22 15 24 29 27 9 20 | 20 | 1| 25 21 | 24 247
ICA B SIS 29 22 29 24 22 17 | 18 | 24 | 20 | 19 12 19 255
JUNIN B SIS 15 18 23 23 27 17 | 18 | 12 | 18 | 29 % | 18 242

LA LIBERTAD B SIS 53 79 48 57 46 38 | 40 | 35 | 31 | s1 45 | 38 561
LAMBAYEQUE B:’;?SF;SPI'CT(')RL'QFS{'S 46 57 52 60 35 61 | 37 | 30 | 4 | m2 53 32 568

LIMA B SIS 248 288 | 243 | 253 | 264 | 203 | 161 | 173 | 165 | 147 | 162 | 131 2438
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LORETO B o aotS 56 49 56 51 63 56 | 49 | 44 | 45 | 55 54 | 23 601
MADRE DE DIOS B o SIS 9 10 7 9 4 6 9 5 4 8 7 8 86
MOQUEGUA B?gégl'gc'i'gg's 3 7 6 5 4 4 3 4 1 2 - 2 41
PASCO B g SIS 4 6 5 10 10 1 10 | 1 8 7 11 8 01
PIURA B g SIS 63 57 e 58 67 63 | 54 | 46 | 53 | 50 39 21 614
PUNO B SIS 17 8 12 14 12 6 6 10 | 16 | 12 9 21 143
SAN MARTIN el 35 53 48 51 48 41 | 40 | 46 | 41 | 49 35 | 20 507
TACNA B SIS 3 6 2 7 5 2 5 3 2 3 7 5 50
TUMBES B SIS 11 14 18 12 5 11 8 9 21 | 23 7 10 149
UCAYALI el 25 15 25 21 24 23 | 21 | 31 | 31 | 16 10 | 15 257
Total, general 810 883 | 777 | 866 | 811 | 724 | 630 | 664 | 690 | 725 | 659 | 567 8,806

Fuente: Oficina General de Tecnologias de la Informacion - MINSA

* La fila resaltada en amarillo corresponde a los casos de pitiriasis versicolor registrados en Loreto por meses durante el afio 2024
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Anexo 2. Preparacion de la solucion salina estéril NaCl al 0. 85 %

Composicién
Cloruro de Sodio (NaCl) 0.85 g
Agua destilada 100 mL

Equipos requeridos
Cabina de Bioseguridad Clase Il Tipo A2 (Marca LABCONCO, USA), Autoclave (Marca
Yamato Modelo SM510, Japén) Balanza (Marca Denver Modelo XL-410, USA)

Materiales requeridos
Botella de vidrio de 250 mL con tapa rosca para medios de cultivos, probeta graduada de
500 mL, 4 tubos de vidrio estériles de 10 mL con tapa rosca.

Preparacion
a) Suspender 0.85 g de NaCl en 100 mL de agua destilada.
b) Esterilizar en la autoclave a 121°C por 15 minutos.

c) Dejar enfriar y dispersar en tubos estériles.
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Anexo 3. Medio de cultivo agar Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de
oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5% (SDAO T40)

Composicién

Digerido enzimatico de caseina 10 g
Dextrosa 40 g

Agar 159

Agua destilada 1 L

Aceite de oliva 5 mL

Tween 40 (Sigma-Aldrich®) 5 mL
Solucion de cloranfenicol 2 mL

Equipos requeridos

Cabina de Bioseguridad Clase Il Tipo A2 (Marca LABCONCO, USA), Propipeta
Automatica (Marca VITLAB, Alemania), Autoclave (Marca Yamato Modelo SM510,
Japén) Balanza (Marca Denver Modelo XL-410, USA)

Materiales requeridos

Botellas de vidrio de 1 litro con tapa rosca para medios de cultivos, probeta graduada de
500 mL, 2 pipetas descartables y estériles de 5 mL, placas Petri descartables y estériles
de 90 x 15 mm.

Preparacion
a) Suspender 65 g del producto en 1 litro de agua destilada hirviendo, adicionar 5
mL de aceite de oliva y 5 mL de Tween 40.
b) Esterilizar en la autoclave a 121°C por 15 minutos.
c) Dejar enfriar evitando que se solidifique el medio y agregar 2 mL de solucion de
cloranfenicol.

d) Dispersar 25 mL de medio de cultivo en cada placa Petri estéril
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Anexo 4. Medio de cultivo agar Sabouraud dextrosa (SDA)

Composicién

Digerido enzimatico de caseina 10 g
Dextrosa 40 g

Agar 159

Agua destilada 250 mL

Solucién de cloranfenicol 0.5 mL

Equipos requeridos

Cabina de Bioseguridad Clase Il Tipo A2 (Marca LABCONCO, USA), Propipeta
Automatica (Marca VITLAB, Alemania), Autoclave (Marca Yamato Modelo SM510,
Japdn) Balanza (Marca Denver Modelo XL-410, USA)

Materiales requeridos
Botella de vidrio de 250 mL con tapa rosca para medios de cultivos, probeta graduada de

500 mL, placas Petri descartables y estériles de 90 x 15 mm.

Preparacion
a) Suspender 16.25 g del producto en 250 mL de agua destilada hirviendo.
b) Esterilizar en la autoclave a 121°C por 15 minutos.
c) Dejar enfriar evitando que se solidifique el medio y agregar 0.5 mL de solucion
de cloranfenicol.

d) Dispersar 25 mL de medio de cultivo en una placa Petri estéril.
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Anexo 5. Medio de cultivo caldo Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de
oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5% (SDBO T40)

Composicién

Digerido enzimatico de caseina 10 g
Dextrosa 20 g

Agua destilada 500 mL

Aceite de oliva 2.5 mL

Tween (Sigma-Aldrich®) 40 2.5 mL

Equipos requeridos

Cabina de Bioseguridad Clase Il Tipo A2 (Marca LABCONCO, USA), Propipeta
Automatica (Marca VITLAB, Alemania), Autoclave (Marca Yamato Modelo SM510,
Japdn) Balanza (Marca Denver Modelo XL-410, USA)

Materiales requeridos
Botellas de vidrio de 500 mL con tapa rosca para medios de cultivos, 2 pipetas
descartables y estériles de 5 mL, probeta graduada de 500 mL, 7 tubos conicos de 50 mL

con tapa rosca descartables y estériles.

Preparacion
a) Suspender 15 g del producto en 500 mL de agua destilada hirviendo, adicionar
2.5 ml de aceite de oliva 'y 2.5 ml de Tween 40.
b) Esterilizar en la autoclave a 121°C por 15 minutos.

c) Dejar enfriar y dispersar en tubos estériles.
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Anexo 6. Preparacién del voriconazol diluido en DMSO al 2 %

Composicién

Voriconazol (VZ) 16 mg (Droga Pura de la marca Pfizer)
Dimetilsulfoxido (DMSO) 25 mL
Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 50 mL

Equipos requeridos

Cabina de Bioseguridad Clase Il Tipo A2 (Marca LABCONCO, USA), Propipeta
Automatica (Marca VITLAB, Alemania), Micropipeta de 20 pL -200 pL (Marca
LABMATE, Reino Unido)

Materiales requeridos

Gradilla para tubos de ensayo, tips de 200 ul Marca Axygen, 2 pipetas descartables y

estériles de 5 mL, 4 pipetas descartables y estériles de 1 mL, 20 tubos cdnicos de 10 ml

con tapa rosca descartables y estériles.

Preparacion

Primera dilucién

a)

b)

c)

d)

En el tubo 2 suspender 16 mg de voriconazol en 10 mL de DMSQO para obtener la
concentracion de 1600 pg/ml (Solucion Madre)

En el tubo 3 mezclar 0.5 ml de la dilucién 1600 pg/ml con 0.5 ml de DMSO para
obtener la concentracion de 800 pg/ml.

En el tubo 4 mezclar 0.25 ml de la dilucién 1600 pg/ml con 0.75 ml de DMSO
para obtener la concentracion de 400 pg/ml.

En el tubo 5 mezclar 0.25 ml de la dilucion 1600 pg/ml con 1.75 ml de DMSO
para obtener la concentracion de 200 pg/ml.

En el tubo 6 mezclar 0.5 ml de la dilucién 200 pg/ml con 0.5 ml de DMSO para
obtener la concentracion de 100 pg/ml.

En el tubo 7 mezclar 0.25 ml de la dilucion 200 pg/ml con 0.75 ml de DMSO para

obtener la concentracién de 50 pg/ml.
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9)

h)

)

En el tubo 8 mezclar 0.25 ml de la dilucion 200 pg/ml con 1.75 ml de DMSO para
obtener la concentracion de 25 pg/ml.

En el tubo 9 mezclar 0.5 ml de la dilucion 25 pg/ml con 0.5 ml de DMSO para
obtener la concentracion de 12.5 pg/ml.

En el tubo 10 mezclar 0.25 ml de la dilucién 25 pg/ml con 0.75 ml de DMSO para
obtener la concentracion de 6.25 pg/ml.

En el tubo 11 mezclar 0.25 ml de la dilucién 25 pg/ml con 1.75 ml de DMSO para

obtener la concentracion de 3.12 pg/ml.

qjq&* E=1ml -
o 200 paml -
- e ]
Z 0,25 : N s 1 I -
e —> o 4:,"5‘\ 1) parml =)
e a Ee1m
(e} =1
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Figura 22. Voriconazol diluido en DMSO a distintas concentraciones

Segunda Dilucién

a) En el tubo 2 mezclar 100 pl de la dilucion 1600 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para

obtener la concentracién de 32 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

b) En el tubo 3 mezclar 100 pl de la dilucion 800 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para

obtener la concentracién de 16 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

c) En el tubo 4 mezclar 100 pl de la dilucion 400 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para

obtener la concentracion de 8 pug/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.



d)

9)

h)

)

En el tubo 5 mezclar 100 pl de la dilucion 200 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para
obtener la concentracion de 4 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

En el tubo 6 mezclar 100 pl de la dilucion 100 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para
obtener la concentracion de 2 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

En el tubo 7 mezclar 100 pl de la dilucién 50 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para
obtener la concentracion de 1 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

En el tubo 8 mezclar 100 pl de la dilucién 25 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para
obtener la concentracion de 0.5 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

En el tubo 9 mezclar 100 pl de la dilucién 12.5 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para
obtener la concentracion de 0.25 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

En el tubo 10 mezclar 100 pl de la dilucion 6.25 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para
obtener la concentracion de 0.125 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.

En el tubo 11 mezclar 100 pl de la dilucion 3.125 pg/ml en 4.9 ml de RPMI para

obtener la concentracion de 0.0625 pg/ml de voriconazol en DMSO al 2 %.
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Figura 23. Concentracion final del voriconazol en DMSO al 2 %

97



Anexo 7. Memorandum de autorizacion de ingreso y acceso al Centro de

Investigacion y Ensefianza Forestal (CIEFOR) Puerto Almendra de la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana en Loreto — Peru




Anexo 8. Toma de datos en el campo

e Nombre de los colectores:
= Bach. Gudy Diamela Scott Almonacid
= Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo
e Fecha de colecta:
= EI11 de octubre del 2018
e Informacion del lugar donde se hizo la colecta:
= La colecta se realizd en el bosque himedo tropical del Centro de
Investigacion y Ensefianza Forestal (CIEFOR) Puerto Almendra ubicado
en la provincia de Maynas de la region Loreto; el cual pertenece a la
Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana.
e NUmero de muestras por especie:
= 4 muestras por especie
= 2 kilos de corteza por especie
e Interpretacion de los cddigos asignados a cada ejemplar:
= GS-001: Gudy Scott (nombre de la colectora) - Virola calophylla Warb.
(nombre cientifico de la especie botéanica).
= (GS-002: Gudy Scott (nombre de la colectora) - Iryanthera juruensis Warb.
(nombre cientifico de la especie botéanica).
= GS-003: Gudy Scott (nombre de la colectora) - Vismia amazonica Ewan
(nombre cientifico de la especie botéanica).
e Caracteristicas bidticas y abioticas del bosque:
= Caracteristicas Bioticas:
Seres descomponedores como hongos y bacterias.
Seres heterotrofos como aves, monos, roedores e insectos.
Seres autdtrofos como arboles de hasta 30 m. de altura, lianas, arbustos,
musgos Y helechos.
= Caracteristicas Abioticas:
Los suelos son limosos de alturas variadas e inundables en algunas zonas.

Es un clima himedo tropical con una temperatura aproximada de 28°C.
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e Coordenadas geogréaficas y altura del lugar a nivel del mar:

Iryanthera juruensis Warb. se ubico entre las coordenadas 3° 49’ 47.2”
latitud sur y 73° 22” 23.1” longitud oeste y en UTM a 18 M 680658
9576517 a 120 msnm.
Virola calophylla Warb. se ubicé entre las coordenadas 3° 49 47.2”
latitud sur y 73° 22” 23.1” longitud oeste y en UTM a 18 M 680488
9576278 a 120 msnm.
Vismia amazonica Ewan se ubicé entre las coordenadas 3° 49’ 51.4”
latitud sur y 73° 22° 17.7” longitud oeste y en UTM a 18 M 680824
9576387 a 120 msnm.

e Caracteristicas de las especies botéanicas:

O

Iryanthera juruensis Warb. es un arbol que tenia inflorescencias blancas,
el estado del tronco y su corteza no presentaba pudricién ni dafios por
nidos o impacto humano, algunas de sus hojas algunos tenian agujeros y/o
grieta por dafios de insectos o larvas.

Virola calophylla Warb. es un arbol que tenia inflorescencias blancas, el
estado del tronco y su corteza no presentaba pudricion ni dafios por nidos
0 impacto humano, algunas de sus hojas tenian pocos agujeros por dafios
de insectos o larvas.

Vismia amazonica Ewan es un arbusto que tenia flores amarillas, el estado
del tronco y su corteza no presentaba pudricién ni dafios por nidos o

impacto humano, sus hojas presentaban dafios de insectos o larvas.
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Anexo 9. Herborizado de las muestras botanicas

Muestra Botanica Herborizada de Iryanthera juruensis Warb.
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Muestra Botanica Herborizada de Virola calophylla Warb.

102

"y

UNVERSTAD NACIONAL MAYOS DF SAN MARCOS

o 2 MUSED DF MISTORMA WATLIRAL
:
N.C: Vivalo cotophyllo Warb
N.V: cumala
FAMILIA: Myristicaceae
FLORES: verdosas

FRUTO: sin presencia
HABITAT: bosque primario

HARITO! drbol

LOCALIDAD: CIEFOR Pueric Almeedrs ALTITUD: 120 msnm
DEPARTAMENTD: Loreto PROV: Maynas
USOS: smtifingico y contrs la samas

COORDENADAS GEOGRAFICAS: 18 M 580488 95 76272
COLECTOR: Sudy Scott N' DE COLECOON: 01
OET.POR: Camilo Diex FECHA; 11/10/2018



Muestra Botanica Herborizada de Vismia amazonica Ewan




Anexo 10. Constancia de identificacion taxondémica y autenticidad de las muestras

botanicas
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Anexo 11. Constancia de depdsito de las muestras boténicas herborizadas de en el

Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
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Anexo 12. Secado de las cortezas vegetales

CORTEZA VEGETAL DE Iryanthera juruensis

. ¥

,.-\‘

Fotografia 1. Iryanthera juruensis A) Cortezas frescas B) Cortezas secas

CORTEZA VEGETAL DE Virola calophylla

Fotografia 2. Virola calophylla A) Cortezas frescas B) Cortezas secas

CORTEZA VEGETAL DE Vismia amazonica

Fotografia 3. Vismia amazonica A) Cortezas frescas B) Cortezas secas
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Anexo 13. Maceracion y filtracion de las cortezas vegetales en etanol

MACERADO DE LAS CORTEZAS VEGETALES EN ETANOL

Fotografia 4. Macerado de las cortezas vegetales en etanol. A) I. juruensis
B) V. calophylla C) V. amazonica

FILTRACION DEL MACERADO DE LAS CORTEZAS VEGETALES

" "ll'”
.;,. "

s

Fotografia 5. Proceso de filtracion del macerado de las cortezas vegetales A) 1. juruensis

B) V. calophylla C) V. amazonica
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SOLUCIONES FILTRADAS DE Iryanthera juruensis

Fotografia 6. Iryanthera juruensis A) Filtrado de las 2 primeras semanas B) Filtrado de

la tercera semana C) Filtrado de la cuarta semana

SOLUCIONES FILTRADAS DE Virola calophylla

Fotografia 7. Virola calophylla A) Filtrado de las 2 primeras semanas B) Filtrado de la

tercera semana C) Filtrado de la cuarta semana

SOLUCIONES FILTRADAS DE Vismia amazonica

Fotografia 8. Vismia amazonica A) Filtrado de las 2 primeras semanas B) Filtrado de la
tercera semana C) Filtrado de la cuarta semana
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Anexo 14. Evaporacion del solvente y obtencion del extracto crudo de las cortezas

vegetales

EVAPORACION DEL SOLVENTE

Fotografia 9. Evaporacion del solvente en el rotavapor

SOLUCIONES CONCENTRADAS DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Fotografia 10. Soluciones concentradas de los extractos crudos A) V. amazonica

B) I. juruensis C) V. calophylla

SECADO DE LOS EXTRACTOS CRUDOS EN LA ESTUFA

Fotografia 11. Secado de los extractos crudos de las cortezas vegetales en la
estufa A) V. amazonica B) I. juruensis C) V. calophylla

109



Anexo 15. Preparacion del extracto etandlico de las cortezas vegetales en DMSO al
100%

DILUCION DEL EXTRACTO ETANOLICO EN DMSO AL 100%

Fotografia 12. Dilucién del extracto etan6lico en DMSO al 100%

EXTRACTO ETANOLICO DE Iryanthera juruensis DILUIDO EN DMSO AL 100%

Fotografia 13. Iryanthera juruensis en DMSO al 100%
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EXTRACTO ETANOLICO DE Virola calophylla DILUIDO EN DMSO AL 100%
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Fotografia 14. Virola calophylla en DMSO al 100%

EXTRACTO ETANOLICO DE Vismia amazonica DILUIDO EN DMSO AL 100%

Fotografia 15. Vismia amazonica en DMSO al 100%
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Anexo 16. Preparacion del extracto etandlico de las cortezas vegetales en DMSO al
10%

DILUCION DEL EXTRACTO ETANOLICO EN DMSO AL 10%

Fotografia 16. Dilucién del extracto etan6lico en DMSO al 10%

EXTRACTO ETANOLICO DE Iryanthera juruensis DILUIDO EN DMSO AL 10%

Fotografia 17. Iryanthera juruensis en DMSO al 10%
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EXTRACTO ETANOLICO DE Virola calophylla DILUIDO EN DMSO AL 10%

Fotografia 18. Virola calophylla en DMSO al 10%

EXTRACTO ETANOLICO DE Vismia amazonica DILUIDO EN DMSO AL 10%

Fotografia 19. Vismia amazonica en DMSO al 10%
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Anexo 17. Certificado de la cepa liofilizada M. furfur ATCC 14521 otorgado por el

proveedor Microbiologics

Q MlCl’ObIO|09ICS

Exp)raﬂon Mo 2020°5/3
Release Information:
Quality Control Technologist: Tracy A Slenker
Release Date: 2018/6/25

Micmorg-niun Name: Malassea furfur
Catalog Number: 0701

Lot Number: 731-14**

Reference Number: ATCCD 14521 ™"

Purity: Pure
o Passage from Reference: 2
Performance
Macroscopic Features: Medium:
Mediurn. clrcular, corvey, antire edgs, craam, and smooth Leeming Natman
Microscopic Features: Method:

Cram tive, ovoide) to cylinorical, budding yeast cells, ulne apherical Gram Stan {1)
Tormns nmbe present, Zre nearly as G‘f’»ac% © mother > A

1D System: Vitek YST {1)
See attached 1D System resulls documenl,

Amanda Kuperus
Quality Contral Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“Decamer. Tne uadmpul the wl mamier scperig o0 the proZuct lebel and pacenp S1p am merety a packagng mwet. manber, The lul susber diapianed on Ihe
cartricole s o actusl b

N:;J::Y‘h& &mm‘%mar Hm‘ﬂmﬂh‘#ﬂr unique emdronment of Bhe card. combined with the shert incubation pariod, may

o Pofer 1o e mmckued product insen %o une mnd h draafety bk,
Indriduat p b loto s gnized cuhure
ACCREDITED

EERRRRACE MATRMEAL PRUDULLR
CERY 2145502

' The AT FM E?-nmw Emislen, e ATCC Jum% Desteathve mcmp 'v“v'., ne ATCC -.omm’.cm':ﬁﬂ%

ATCC Leersed rm-r—a srobokoges, e, s doatand o ues thiss sl wvlducls Certved
\ Decwstive ’

(1) Thece sests are acoredtied tn ISOVES 1T023:2006,

ACCREDITED
TESTING CLK1 #2655.01

& 2012 Mirobiolegics, Inc. All Rights Resarved. 200 Cooper Avenwe North Saint Cloud, MN 56303 Page 1061 DOC.285
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/ 2 q 25
/ -

@) Microbiolbgics

Microorganism Name: Malassezia furfur
Catalog Number: 0701

Lot Number: 701-16""

Reference Number: ATCO 145217+
Purity; Pure

Passage from Reference: 3

Release Information:

Quality Control Technologist: Megan C Wipper
Release Date: 2014/8/26

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium, circular, convex. entre edge, cream, and smooth. Leeming Nolman
Microscopic Features:

Method:
Gra iti dal t lindrical, 5, i Lai
ore R be prssort BUls il o wadacad s e Gl *9horcal Gram Stain (1
ID System: Vilek YST {1}
See attached ID System resulls document.

Amanda Kuperus
Quality Control Managur

AUTHORIZED SIGNATURE
‘D‘dun:r”“l':n las: mu"uof tre m. Numbes appeaning on the product kbel and packng shp are mMeridy W patkagng cwint rumber,

Tne kot rumber dsslayed on this

S R S R 0SS S e S sonman of h o comlnd vl e short nbain et my

1. Refur 10 the encloand procuct insent for instr

use and h o y o
letoa gnized culture coll
RLLAE LRI
" ATCC £ ot ¥ oG L i
ATCC Liensed " et SPRTERY RRESGR ST, DA OS2 RIS 2 o ML, coog mots o
\ Dertatise ) cubixes
(1) These %esls are sccredied 1o ISQIEC 170252005,
ACCREDITED
TESTING CERT 22655.01

© 2012 Micretiiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenur North Saint Cleud, MN 56303 Page 1011 DOC.286
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Anexo 18. Activacion de la cepa M. furfur ATCC 14521 en agar Sabouraud dextrosa

suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%

PROCEDIMIENTO:

CEPA KWIK-STIK Malassezia furfur ATCC 14521 LIOFILIZADA

Fotografia 20. A) Abrir la bolsa de la cepa KWIK-STIK M. furfur ATCC 14521
liofilizada a la altura de la muesca y retirar la ampolla

AMPOLLA CON LA CEPA LIOFILIZADA DE Malassezia furfur ATCC 14521

Fotografia 21. B) Apretar la ampolla en la parte superior de la tapa para liberar el liquido
hidratante y mantenerla en posicion vertical para que el liquido fluya hasta la parte
inferior e hidrate el granulo
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DILUCION DE LA CEPA LIOFILIZADA DE Malassezia furfur ATCC 14521

Fotografia 22. C) Apretar la parte inferior para que el granulo se diluya junto con el
liquido
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ETIQUETADO DE LA PLACA DE CULTIVO PRINCIPAL DE SDAO T40

W e T N T
: *“bp -li-ﬁ‘nsﬂﬁ
Lo . P .A_‘ : |

M.
furfur
arccs 14524
Lot] 701-15-2
¥ 2020-12-31
07014

Fotografia 23. D) Retirar la etiqueta y pegarla en la placa de cultivo principal

HISOPADO DE LA CEPA Malassezia furfur ATCC 14521 EN SDAO T40

-

Fotografia 24. E) Saturar el hisopo con el material hidratado e hisopar sobre el tercio de

una placa Petri con SDAO T40
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ESTRIADO CEPA Malassezia furfur ATCC 14521 EN SDAO T40

A

Fotografia 25. F) Hacer estrias con un asa de siembra para tener colonias aisladas
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Anexo 19. Formulario N°1 Crecimiento de la cepa M. furfur ATCC 14521 activa

en agar Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40

al 0.5 %

FORMULARIO N°1 CONTROL DE LECTURA

CRECIMIENTO DE LA CEPA Malassezia furfur ATCC 14521 ACTIVA EN AGAR SABOURAUD
DEXTROSA SUPLEMENTADO CON ACEITE DE OLIVA AL 0.5% Y TWEEN 40 AL 0.5 %

Laboratorio: Micologia
Material de referencia — Resultados esperados:

SDAO T40 32°C
SDAO
CEPA T40 ;Doé AC;IETE TWEEN
320C 24 48 72 40 AL .
AL 0.5% '
Malassezia
furfur (+) ) ©) ©) (+) (+) +) Periodicidad y/o
ATCC 14521 frecuencia: Cada vez
que se utiliza

SDAO T40: Agar Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%

SDA: Agar Sabouraud dextrosa

(+): Presencia del crecimiento de Malassezia furfur ATCC 14521

(-): Ausencia del crecimiento de Malassezia furfur ATCC 14521

ACEIT SDAO T40 32°C SDA 32°C I SDA RESPO
CODIGO E DE TV\Q(E)EN T40 RESUCI)' TAD NSABL
OLIVA 24 48 72 24 48 72 32°C 32°C E
05% HR HR HR HR HR HR
0.5% ' S S S S S S
Malassezia ) ) O EGC IS O] 6] ® 0] Malassezia | Gudy
furfur furfur Scott
ATCC 14521
Fecha de cierre del registro Firma y \/° B° del supervisor (a)
16/08/2019  Analista: Gudy Scott Med. Susana Zurita
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ACTIVACION DE LA CEPA Malassezia furfur ATCC 14521 EN SDAO T40

M
¢ futfur

oo 14521
1 \‘
A= 70105
»

2020-05-3)
0701 P

Fotografia 26. Crecimiento de M. furfur ATCC 14521 en agar Sabouraud dextrosa
suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5% (SDAO T40)

ACTIVACION DE LA CEPA Malassezia furfur ATCC 14521 EN SDA

Fotografia 27. Ausencia de crecimiento de M. furfur ATCC 14521 en agar Sabouraud
dextrosa (SDA)
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LEVADURAS DE Malassezia furfur ATCC 14521 EN EL MICROSCOPIO

Fotografia 28. Observacion de levaduras de M. furfur ATCC 14521 en el microscopio
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Anexo 20. Formulario N°2 Cepa activada M. furfur ATCC 14521 cultivada en caldo

Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%

FORMULARIO N°2 CONTROL DE LECTURA

CEPA ACTIVADA Malassezia furfur ATCC 14521 CULTIVADA EN CALDO SABOURAUD DEXTROSA

SUPLEMENTADO CON ACEITE DE OLIVA AL0.5% Y TWEEN 40 AL 0.5 %

Laboratorio: Micologia

Material de referencia — Resultados esperados:

SDBO T40 32°C
200 REV /MIN
CEPA AC)CLIEI\I/TELE TWEEN 40
02 24 48 oo AL 05%
HRS | HRS | HRS e
Malassezia
furfur (] H | (+) (+)
ATCC 14521

Afo: 2019

Periodicidad y/o

frecuencia: Cada vez

) ) gue se utiliza
SDBO T40: Caldo Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%
200 REV / MIN: 200 revoluciones por minuto de agitacién (+):
Presencia del crecimiento de Malassezia furfur ATCC 14521 (-
): Ausencia del crecimiento de Malassezia furfur ATCC 14521
SDBO T40 32°C SDBO T40 32°C
ACEITE
) oE TWEEN 200 REV/MIN 200 REV/ MIN RESPONSA
CODIGO 40 RESULTADO
OLIVA o 02 24 48 BLE
D% 0% 02 HRS 24 HRS 48 HRS
HRS HRS HRS
. Presencia Aumento Aumento
Malassezia + + - + + .
furfur ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) de colonias | de biomasa | de biomasa Malassezia GUdy
ATCC 14521 furfur Scott

Fecha de cierre del registro

Firma y \/° B° del supervisor (a)

16/08/2019  Analista: Gudy Scott

Med. Susana Zurita
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BIOMASA DE Malassezia furfur ATCC 14521 A LAS 02 HRS

Fotografia 29. Colonias inoculadas y sedimentadas de M, furfur ATCC 14521 cultivadas
en SDBO T40 a las 02 horas

BIOMASA DE Malassezia furfur ATCC 14521 A LAS 48 HRS

Fotografia 30. Aumento significativo de la biomasa sedimentada de M. furfur ATCC
14521 cultivadas en SDBO T40 a las 48 horas
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Anexo 21. Formulario N°3 Cosecha del cultivo de M. furfur ATCC 14521 por el

método de centrifugacion

FORMULARIO N°3 CONTROL DE CALIDAD

COSECHA DEL CULTIVO DE LA CEPA Malassezia furfur ATCC 14521 POR EL METODO DE CENTRIFUGACION

Laboratorio: Micologia

Material de referencia — Resultados esperados:

COSECHA POR
CULTIVO NO CENTRIFUGACION
CEPA CONTAMINADO EN
SDBO T40 LAVADO 5 Afio: 2019
COLECTA 5
MIN
MIN
Periodicidad y/o
Mal . frecuencia: Cada vez que se
alassezia L DE LAVAR PELETT utiliza
m
furfur— ATCC LIBRE DE BACTERIAS EN 1mLDE
14521 CULTIVO
NaCl 0.85 %
SDBO T40: Caldo Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%
NaCl 0.85 %: Solucion salina estéril al 0.85 %
CULTIVO NO COSECHA POR CENTRIFUGACION
. RESULTAD RESPON
CODIGO CONTAMINAD
O SABLE
(0] COLECTA5 MIN LAVADO 5 MIN
EN SDBO T40
Malassezia LIBRE DE PELETT DEL CULTIVO DE | PELETT DE M. furfur ATCC
Malassezia Gudy
furfur BACTERIAS M. furfur ATCC 14521 14521 LIBRE DE SDBO T40
furfur Scott
ATCC 14521

Fecha de cierre del registro

Firma y \° B° del supervisor (a)

16/08/2019  Analista: Gudy Scott

Med. Susana Zurita
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LEVADURAS NO CONTAMINADAS DE Malassezia furfur ATCC 14521 EN EL
MICROSCOPIO

Fotografia 31. Observacion en el microscopio del cultivo no contaminado de M. furfur
ATCC 14521 en SDBO T40

COSECHA DE LA BIOMASA DE Malassezia furfur ATCC 14521

Fotografia 32. Sedimento (pellet) de la biomasa cosechada de M. furfur ATCC 14521 en
el fondo de cada tubo de Eppendorf
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Anexo 22. Formulario N°4 Preparacion del inéculo para medir las zonas de

inhibicion de los extractos etandlicos y del voriconazol por el método de difusion en

pozos a partir de la cepa cosechada de M. furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°4 CONTROL DE LECTURA

PREPARACION DEL INOCULO PARA DETERMINAR LOS HALOS DE INHIBICION DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE LAS CORTEZAS VEGETALES Y DEL VORICONAZOL POR EL
METODO DE DIFUSION EN POZOS A PARTIR DE LA CEPA COSECHADA Malassezia furfur ATCC

14521
Laboratorio: Micologia
Material de referencia — Resultados esperados:
COSECHA DE ]
CEPA INOCULO
LA CEPA
Afo: 2019
Periodicidad y/o frecuencia:
Malassezia furfur SELETTSIN SUSPENDER TURBIDEZ A 0.5 Cada vez que se utiliza
ATCC 14521 PELETT EN NaCl DE ESCALA MC.
IMPUREZAS
0.85 % FARLAND

NaCl 0.85 %: Solucion salina estéril al 0.85 %

; COSECHA DE ), RESULTAD | RESPONSA

CODIGO INOCULO A 1-5 x 10° UFC/mL
LA CEPA (@) BLE
Malassezia PELETT SIN i
SUSPENDER PELETT EN TURBIDEZ A05DE LA Malassezia
furfur IMPUREZAS Gudy Scott
NaCl AL 0.85 % ESCALA MC. FARLAND furfur
ATCC 14521

Fecha de cierre del registro

Firma y \/° B° del supervisor (a)

16/08/2019  Analista: Gudy Scott

Med. Susana Zurita
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TURBIDEZ A 0.5 DE LA ESCALA MC. FARLAND

. . d
cMme \ jivrancer Turbidity Standar
r | U&ffa'u ac‘ el Cared

i 1-5x 10° UFC/'mL
A Malassezia furfur ATCC 14521

0.5 Me. Farland

s — 4

Fotografia 33. Turbidez en NaCl al 0.85 % a 0.5 de Mc. Farland igual a 1-5 x 10°
UFC/mL de M. furfur ATCC 14521
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Anexo 23. Secuencia para realizar la medicion de los halos de inhibicion del extracto
etandlico de las cortezas vegetales y del voriconazol por el método de difusion en
pozos frente a M. furfur ATCC 14521

INOCULACION DE LA CEPA DE Malassezia furfur ATCC 14521 EN SDAO T40

Fotografia 34. A) Inocular 100 pL de la suspension 1 - 5 x 10° UFC/mL de M. furfur
ATCC 14521 en cada placa Petri con SDAO al 0.5% y Tween 40 al 0.5%

HISOPADO DE LA CEPA DE Malassezia furfur ATCC 14521 EN SDAO T40

Fotografia 35. B) Sembrar el in6culo en toda la superficie del medio de cultivo de SDAO

T40 usando hisopos de algodon estériles
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POZO EN MEDIO DE LA PLACA CON SDAO T40

Fotografia 36. C) Hacer un pozo de 6 mm de diametro en medio de cada placa de SDAO
T40 con un sacabocado de acero.

ANTIFUNGICO DILUIDO DENTRO DEL POZO DE LA PLACA CON SDAO T40

Fotografia 37. D) Agregar 80 pL del antifungico diluido a una determinada
concentracion en el pozo de cada placa de SDAO T40
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Anexo 24. Formulario N°5 Difusion en pozos para determinar los halos de inhibicion

de los extractos etandlicos frente a Malassezia furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°5 CONTROL DE LECTURA

DIFUSION EN POZOS PARA DETERMINAR LOS HALOS DE INHIBICION DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS CORTEZAS VEGETALES FRENTE A Malassezia furfur ATCC 14521

Laboratorio: Micologia

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI)

ANTIFUNGICOS / TIEMPO DE INCUBACION EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS CORTEZAS VEGETALES (13, VC, VA) / 48 HORAS
INHIBICION (mg/MI)
N° PLACA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACI C c
, 500 500 250 250 125 125 62,5 62,5 31,25 | 31,25

ON (0] (0]

N N

LECTURA VISUAL (48 HORAS) (DIFUSION EN POZOS) T T

R R

Malassezia furfur ATCC 14521 O O

L L

N N

E E

Iryanthera G G

1J . . A A A A A A A A A A

juruensis A A

T T

VC Virola calophylla p P P P P P A A | I
— - \Y \Y

VA Vismia amazonica A A A A A A A A o o
CN DMSO 100% A A

LECTURA VISUAL (DIFUSION EN POZOS)

Inhibicion ; A: Ausencia de Halo de Inhibicién

Iryanthera juruensis (1J), Virola calophylla (VC), Vismia 131mazénica (VA)

La

inhibicién

se

define

como la difusién del antifingico en

Inhibicién de la Concentracién Méas Baja de Antifangico (Verde)

P: Presencia de Halo de
ANTIFUNGICOS:
CONTROL NEGATIVO (CN): DMSO 100%

agar que no produce

crecimiento

microbiano
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A 500 mg/ml DE Iryanthera juruensis

Fotografia 38. Ausencia de halo de inhibicién de I. juruensis a 500 mg/mL por duplicado
frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

A 250 mg/ml DE Iryanthera juruensis

Fotografia 39. Ausencia de halo de inhibicion de I. juruensis a 250 mg/mL por duplicado
frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

132



A 125 mg/ml DE Iryanthera juruensis

Fotografia 40. Ausencia de halo de inhibicién de I. juruensis a 125 mg/mL por duplicado
frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

A 62.5 mg/ml DE Iryanthera juruensis

Fotografia 41. Ausencia de halo de inhibicién de 1. juruensis a 62.5 mg/mL por duplicado
frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40
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A 31.25 mg/ml DE Iryanthera juruensis

Fotografia 42. Ausencia de halo de inhibicion de I. juruensis a 31.25 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 1452 en SDAO T40

A 500 mg/ml DE Virola calophylla

Fotografia 43. Presencia de halo de inhibicion de V. calophylla a 500 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40
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A 250 mg/ml DE Virola calophylla

Fotografia 44. Presencia de halo de inhibicion de V. calophylla a 250 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

A 125 mg/ml DE Virola calophylla

Fotografia 45. Presencia de halo de inhibicion de V. calophylla a 125 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40
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A 62.5 mg/ml DE Virola calophylla

< )‘.-“ .

e *J .
CRATSER

S

Fotografia 46. Presencia de halo de inhibicion de V. calophylla a 62.5 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

A 31.25 mg/ml DE Virola calophylla

> A e

8 Lt
- erte 2 e
.‘: et Pty

Fotografia 47. Ausencia de halo de inhibicién de V. calophylla a 31.25 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40
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A 500 mg/ml DE Vismia amazonica

Fotografia 48. Presencia de halo de inhibicion de V. amazonica a 500 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

A 250 mg/ml DE Vismia amazonica

Fotografia 49. Ausencia de halo de inhibicién de V. amazonica a 250 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40
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A 125 mg/ml DE Vismia amazonica

Fotografia 50. Ausencia de halo de inhibicion de V. amazonica a 125 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

A 62.5 mg/ml DE Vismia amazonica

Fotografia 51. Ausencia de halo de inhibicion de V. amazonica a 62.5 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40
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A 31.25 mg/ml DE Vismia amazonica

Fotografia 52. Ausencia de halo de inhibicion de V. amazonica a 31.25 mg/mL por
duplicado frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40

EN DMSO AL 100 %

Fotografia 53. Ausencia de halo de inhibicion de DMSO al 100 % por duplicado como
control negativo frente a M. furfur ATCC 14521 en SDAO T40
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Anexo 25. Formulario N°6 Difusion en pozos para determinar los halos de inhibicion
del voriconazol como control de calidad positivo del método frente a Malassezia
furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°6 CONTROL DE LECTURA

DIFUSION EN POZ0OS PARA DETERMINAR LOS HALOS DE INHIBICION DEL
VORICONAZOL COMO CONTROL DE CALIDAD POSITIVO DEL METODO FRENTE A
Malassezia furfur ATCC 14521

Laboratorio: Micologia

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI)

ANTIFUNGICO (VORICONAZOL)/ TIEMPO DE INCUBACION (48 HORAS)

INHIBICION (ug/mL)

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACI
. 32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,12 0,06
ON
LECTURA VISUAL (48 HORAS) (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA)
Malassezia  furfur
A P P P P A A A A A
ATCC 14521

Malassezia ~ furfur
B P P P P A A A A A
ATCC 14521

C C
O O
N N
T T
R R
_ O O
Malassezia  furfur
C L L
ATCC 14521
N N
Malassezia  furfur
D E E
ATCC 14521
G G
Malassezia  furfur
E A A
ATCC 14521
T T
. Malassezia  furfur I I
ATCC 14521
\Y \Y
G Malassezia  furfur o o
ATCC 14521
H Malassezia  furfur
ATCC 14521
LECTURA VISUAL (DIFUSION EN POZOS) P: Presencia; A: Ausencia
CONTROL NEGATIVO: DMSO 2% La inhibicion se define como
la difusion del antifingico en agar que no produce crecimiento microbiano

Inhibicién de la Concentracién Més Baja de Antifingico (Verde)
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A 32 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 54. Presencia de halo de inhibicion de Voriconazol a 32 pg/mL por duplicado
como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521 por el
método de difusion en pozos en SDAO T40

A 16 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 55. Presencia de halo de inhibicidn de Voriconazol a 16 pg/mL por duplicado
como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521 por el
método de difusidn en pozos en SDAO T40
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A 8 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 56. Presencia de halo de inhibicion de Voriconazol a 8 pg/mL por duplicado
como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521 por el

método de difusion en pozos en SDAO T40

A 4 ug /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 57. Presencia de halo de inhibicion de Voriconazol a 4 pug/mL por duplicado
como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521 por el
método de difusidn en pozos en SDAO T40
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A 2 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 58. Presencia de halo de inhibicién de Voriconazol a 2 pg/mL por duplicado
como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521 por el

método de difusion en pozos en SDAO T40

A 1 ug /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 59. Ausencia de halo de inhibicion de Voriconazol a 1 pg/mL por duplicado
como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521 por el
método de difusidn en pozos en SDAO T40
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A 0.5 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 60. Ausencia de halo de inhibicion de Voriconazol a 0.5 pug/mL por duplicado
como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521 por el
método de difusion en pozos en SDAO T40

A 0.25 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 61. Ausencia de halo de inhibicion de Voriconazol a 0.25 pg/mL por
duplicado como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521
por el método de difusién en pozos en SDAO T40
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A 0.12 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 62. Ausencia de halo de inhibicién de Voriconazol a 0.12 pg/mL por
duplicado como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521
por el método de difusién en pozos en SDAO T40

A 0.06 pg /ml DE VORICONAZOL

Fotografia 63. Ausencia de halo de inhibicion de Voriconazol a 0.06 pg/mL por
duplicado como control de calidad positivo del método frente a M. furfur ATCC 14521
por el método de difusién en pozos en SDAO T40
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EN DMSO AL 2 %

Fotografia 64. Ausencia de halo de inhibicién del DMSO al 2 % en RPMI por duplicado
como control negativo frente a M. furfur ATCC 14521 por el método de difusién en pozos
en SDAO T40
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Anexo 26. Formulario N°7 Prueba de sensibilidad antifungica de difusién en pozos

para Virola calophylla y voriconazol frente a Malassezia furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°7 CONTROL DE LECTURA

PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA DE DIFUSION EN POZOS PARA Virola calophylla Y VORICONAZOL
FRENTE A Malassezia furfur ATCC 14521

Laboratorio: Micologia

Resultados esperados: Ver halo formado

Antifangico CMI

Malassezia furfur ATCC

14521

Virola calophylla 31.25 mg/mL - 500 mg/mL

62.5 mg/mL - 500 mg/mL

Vismia amazonica 31.25 mg/mL - 500 mg/mL

500 mg/mL

Voriconazol 0.06 pg/mL — 32 pg/mL

2 pg/mL — 32 pg/mL

POZO ESPECIE SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
Voriconazol M. furfur < 4 pg/mL 2 pg/mL 2 1 pg/mL
ATCC 14521

*Sensible (formacion de halo de inhibicién), Intermedio (formacién de halo de inhibicion,

pero se requiere aumentar la dosis), (Resistente (ausencia de halo de inhibicion)

Afio: 2020
Periodicidad y/o
frecuencia: Cadavez

que se utiliza

L INTERPRETACION
) RESULTADO: halo de inhibicién
Fecha Responsable CODIGO
V. calophylla | Voriconazol Virola .
Voriconazol
(mg/mL) (ng/mL) calophylla
26/08/2020 Gudy Scott M. furfur ATCC 14521 500 32 Cumple (SI) Cumple (SI)
26/08/2020 Gudy Scott M. furfur ATCC 14521 250 16 Cumple (SI) Cumple (SI)
26/08/2020 Gudy Scott M. furfur ATCC 14521 125 8 Cumple (SI) Cumple (SI)
26/08/2020 Gudy Scott M. furfur ATCC 14521 62.5 4 Cumple (SI) Cumple (SI)
Cumple
26/08/2020 Gudy Scott M. furfur ATCC 14521 31.25 2 (NO) Cumple (SI)
Cumple
26/08/2020 Gudy Scott M. furfur ATCC 14521 - 1 (NO) Cumple (NO)
Fecha de cierre del registro Firma y V°B° del supervisor (a)
27/08/2020 Med. Susana Zurita

147




Anexo 27. Formulario N°8 Preparacion del indculo para determinar la CMI de los

extractos etanolicos y del voriconazol a partir de la cepa cosechada de M. furfur

ATCC 14521

FORMULARIO N°8 CONTROL DE LECTURA

PREPARACION DEL INOCULO PARA DETERMINAR LA CMI DEL EXTRACTO ETANOLICO
DE LAS CORTEZAS VEGETALES Y DEL VORICONAZOL POR EL METODO DE
MICRODILUCION EN CALDO A PARTIR DE LA CEPA COSECHADA Malassezia furfur ATCC

14521

Laboratorio: Micologia

Material de referencia — Resultados esperados:

TURBIDEZ 0.5
CEPA ESCALA MC. PREPARACION DEL INOCULO
FARLAND Afio: 2019
Periodicidad y/o
Malassezia 3 DILUCIONES DISTINTAS frecuencia: Cada vez que
INOCULO 1-5x SERIADAS DEL se utiliza
fortor 10° UFC/mL INOCULO EN CONCENTRACIONES
m .
ATCC 14521 DEL INOCULO
SDBO T40
SDBO T40: Caldo Sabouraud dextrosa suplementado con aceite de oliva al 0.5% y Tween 40 al 0.5%
TURBIDEZ 0.5 . ) RESP
. PREPARACION DEL INOCULO A DISTINTAS
CODIGO ESCALA MC. RESULTADO | ONSA
CONCENTRACIONES
FARLAND BLE
Malassezia . 3 DILUCIONES SERIADAS 1-5 x 10° UFC/mL en DMSO
INOCULO 1- 3 .
furfur DEL INOCULO EN SDBO al 10% Malassezia Gudy
5x 10® UFC/mL
ATCC 14521 T40 1-5 x 10° UFC/mL en DMSO furfur Scott
al 2%

Fecha de cierre del registro

Firma y \/° B° del supervisor (a)

16/08/2019  Analista: Gudy Scott
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DILUCIONES SERIADAS DEL INOCULO DE Malassezia furfur ATCC 14521

Fotografia 65. Diluciones seriadas del inoculo de M. furfur ATCC 14521 a las
concentraciones de 1-5 x 10° UFC/mL (MF 5), 1-5 x 10* UFC/mL (MF 4) y 1-5 x 103
UFC/mL (MF 3) en el medio de cultivo de SDBO T40
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Anexo 28. Formulario N°9 Microdilucion en caldo para determinar la CMI de

Iryanthera juruensis sobre Malassezia furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°9 CONTROL DE LECTURA

MICRODILUCION EN CALDO PARA DETERMINAR LA CMI DEL EXTRACTO ETANOLICO
DE Iryanthera juruensis FRENTE A Malassezia furfur ATCC 14521

Laboratorio: Micologia

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI)

ANTIFUNGICO (Iryanthera juruensis) / TIEMPO DE INCUBACION (48 HORAS)

CMI (mg/mL)
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACI
) 125 625 | 31.2 15.6 7.8 3.9 1.9 0.9 0.48 0.24
ON
LECTURA VISUAL (48 HORAS) (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA)
C
Malassezia  furfur [e)
A CcO
ATCC 14521 NT
- NT
Malassezia  furfur R
B RO
ATCC 14521
L
Malassezia  furfur L
C DE
ATCC 14521 DE
CR
Malassezia  furfur ES
D EC
ATCC 14521 M TE
Malassezia  furfur RI
E R R R R R R R R R R IE
ATCC 14521 LI
NT
Malassezia  furfur D
F R R R R R R R R R R 9
ATCC 14521 A
o Malassezia  furfur D
ATCC 14521
H Malassezia ~ furfur
ATCC 14521
LECTURA VISUAL (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA) S: Sensible; R:

Resistente

baja

en la que se

observa la inhibicion del crecimiento

CMI: Concentraciéon Minima Inhibitoria (Verde)

La CMI se define como la concentracion mas

fangico ANTIFUNGICO: Iryanthera

juruensis

150




CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE Iryanthera juruensis

Fotografia 66. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto etanélico de 1. juruensis
por duplicado contra M. furfur ATCC 14521 por el método de microdilucion en
SDBO T40. En las filas E y F no se observa la CMI

SUBCULTIVO DE Iryanthera juruensis a 125 mg/ml y 62.5 mg/mi

Fotografia 67. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etanolico de I. juruensis para hallar la CMI por el método de microdilucion contra M.
furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 125 mg/ml B) Resistencia a 62.5 mg/ml
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SUBCULTIVO DE Iryanthera juruensis a 31.25 mg/ml y 15.62 mg/ml

Fotografia 68. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de I. juruensis para hallar la CMI por el método de microdilucién contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 31.25 mg/ml B) Resistencia a 15.62 mg/ml

SUBCULTIVO DE Iryanthera juruensis a 7.81 mg/ml y 3.9 mg/ml

Fotografia 69. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de I. juruensis para hallar la CMI por el método de microdilucién contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 7.81 mg/ml B) Resistencia a 3.9 mg/ml
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SUBCULTIVO DE Iryanthera juruensis a 1.95 mg/mly 0.97 mg/ml

Fotografia 70. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de I. juruensis para hallar la CMI por el método de microdilucién contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 1.95 mg/ml B) Resistencia a 0.97 mg/ml

SUBCULTIVO EN DMSO AL 10%

Fotografia 71. Subcultivo en SDAO T40 a partir de los controles en DMSO al 10% para
hallar la CMI por el método de microdilucion contra M. furfur ATCC 14521 A) Control
de crecimiento B) Control de esterilidad
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Anexo 29. Formulario N°10 Microdilucion en caldo para determinar la CMI de

Virola calophylla sobre Malassezia furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°10 CONTROL DE LECTURA

MICRODILUCION EN CALDO PARA DETERMINAR LA CMI DEL EXTRACTO ETANOLICO

DE Virola calophylla FRENTE A Malassezia furfur ATCC 14521

Laboratorio: Micologia

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI)

ANTIFUNGICO (Virola calophylla) / TIEMPO DE INCUBACION (48 HORAS)

CMI (mg/mL)
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACI
) 125 625 | 31.2 15.6 7.8 3.9 1.9 0.9 0.48 0.24
ON
LECTURA VISUAL (48 HORAS) (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA)
C
Malassezia  furfur [e)
A CcO
ATCC 14521 NT
- NT
Malassezia  furfur R
B RO
ATCC 14521 O
L
Malassezia  furfur L
C S R R R R R R R R DE
ATCC 14521 DE
CR
Malassezia  furfur ES
D S R R R R R R R R EC
ATCC 14521 M TE
Malassezia  furfur RI
E IE
ATCC 14521 LI
NT
Malassezia  furfur D
F (@]
ATCC 14521 A
o Malassezia  furfur D
ATCC 14521
H Malassezia ~ furfur
ATCC 14521
LECTURA VISUAL (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA) S: Sensible; R:
Resistente La CMI se define como la concentracion mas
baja en la que se observa la inhibicion del crecimiento flngico ANTIFUNGICO: Virola calophylla

CMI: Concentraciéon Minima Inhibitoria (Verde)
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE Virola calophylla

Fotografia 72. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto etandlico de V. calophylla
por duplicado contra M. furfur ATCC 14521 por el método de microdilucion en SDBO
T40. La columna 2 de las filas C y D marcada en verde corresponde a la CMI a
62.5 mg/ml

SUBCULTIVO DE Virola calophylla a 125 mg/ml y 62.5 mg/mi

Fotografia 73. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto

etanolico de V. calophylla para hallar la CMI por el método de microdiluciéon contra
M. furfur ATCC 14521 A) Sensibilidad a 125 mg/ml B) Sensibilidad a 62.5 mg/ml
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SUBCULTIVO DE Virola calophylla a 31.25 mg/ml y 15.62 mg/ml

Fotografia 74. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de V. calophylla para hallar la CMI por el método de microdilucion contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 31.25 mg/ml B) Resistencia a 15.62 mg/ml

SUBCULTIVO DE Virola calophylla a 7.81 mg/ml y 3.9 mg/ml

Fotografia 75. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto

etanolico de V. calophylla para hallar la CMI por el método de microdiluciéon contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 7.81 mg/ml B) Resistencia a 3.9 mg/ml
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SUBCULTIVO DE Virola calophylla a 1.95 mg/ml y 0.97 mg/ml

Fotografia 76. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de V. calophylla para hallar la CMI por el método de microdilucion contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 1.95 mg/ml B) Resistencia a 0.97 mg/ml

SUBCULTIVO DE Virola calophylla a 0.48 mg/ml y 0.24 mg/ml

Fotografia 77. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de V. calophylla para hallar la CMI por el método de microdilucion contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 0.48 mg/ml B) Resistencia a 0.24 mg/ml
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Anexo 30. Formulario N°11 Microdilucién en caldo para determinar la CMI de

Vismia amazonica sobre Malassezia furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°11 CONTROL DE LECTURA

MICRODILUCION EN CALDO PARA DETERMINAR LA CMI DEL EXTRACTO ETANOLICO
DE Vismia amazonica FRENTE A Malassezia furfur ATCC 14521

Laboratorio: Micologia

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI)

ANTIFUNGICO (Vismia amazonica) / TIEMPO DE INCUBACION (48 HORAS)

CMI (mg/mL)
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACI
. 125 625 | 31.2 15.6 7.8 3.9 1.9 0.9 0.48 0.24
ON
LECTURA VISUAL (48 HORAS) (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA)
C
Malassezia  furfur [e)
A S R R R R R R R R co
ATCC 14521 NT
- NT
Malassezia  furfur R
B S R R R R R R R R RO
ATCC 14521
L
Malassezia  furfur L
C DE
ATCC 14521 DE
CR
Malassezia  furfur ES
D EC
ATCC 14521 M TE
Malassezia  furfur RI
E IE
ATCC 14521 LI
NT
Malassezia  furfur D
F (@]
ATCC 14521 A
o Malassezia  furfur D
ATCC 14521
H Malassezia ~ furfur
ATCC 14521
LECTURA VISUAL (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA) S: Sensible; R:
Resistente La CMI se define como la concentracion mas

baja en la que se observa la inhibicion del crecimiento fingico ANTIFUNGICO: Vismia amazonica

CMI: Concentraciéon Minima Inhibitoria (Verde)
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE Vismia amazonica

Fotografia 78. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto etandlico de V. amazonica
por duplicado contra M. furfur ATCC 14521 por el método de microdilucion en SDBO
T40. La columna 2 de las filas A y B marcada en rojo corresponde a la CMI a 62.5 mg/ml

SUBCULTIVO DE Vismia amazonica a 125 mg/ml y 62.5 mg/mi

Fotografia 79. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto

etanolico de V. amazonica para hallar la CMI por el método de microdilucién contra
M. furfur ATCC 14521 A) Sensibilidad a 125 mg/ml B) Sensibilidad a 62.5 mg/ml
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SUBCULTIVO DE Vismia amazonica a 31.25 mg/ml y 15.62 mg/ml

Fotografia 80. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de V. amazonica para hallar la CMI por el método de microdilucion contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 31.25 mg/ml B) Resistencia a 15.62 mg/ml

SUBCULTIVO DE Vismia amazonica a 7.81 mg/ml y 3.9 mg/mi

Fotografia 81. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de V. amazonica para hallar la CMI por el método de microdilucion contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 7.81 mg/ml B) Resistencia a 3.9 mg/ml
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SUBCULTIVO DE Vismia amazonica a 1.95 mg/mly 0.97 mg/ml

Fotografia 82. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de V. amazonica para hallar la CMI por el método de microdilucion contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 1.95 mg/ml B) Resistencia a 0.97 mg/ml

SUBCULTIVO DE Vismia amazonica a 0.48 mg/mly 0.24 mg/ml

Fotografia 83. Subcultivo en SDAO T40 a partir del enfrentamiento del extracto
etandlico de V. amazonica para hallar la CMI por el método de microdilucion contra
M. furfur ATCC 14521 A) Resistencia a 0.48 mg/ml B) Resistencia a 0.24 mg/ml
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Anexo 31. Formulario N°12 Microdilucién en caldo para determinar la CMI del
voriconazol como control de calidad positivo del método sobre M. furfur ATCC 14521

FORMULARIO N°12 CONTROL DE LECTURA

MICRODILUCION EN CALDO PARA DETERMINAR LA CMI DEL VORICONAZOL COMO CONTROL DE CALIDAD
POSITIVO DEL METODO FRENTE A Malassezia furfur ATCC 14521

Laboratorio: Micologia

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI)

ANTIFUNGICO (VORICONAZOL)/ TIEMPO DE INCUBACION (48 HORAS)

CMI (pg/mL)
N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONCENTRACI c c
. 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06
ON fe) le)
LECTURA VISUAL (48 HORAS) (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA) N N
T T
Malassezia  furfur R R
A S S S S S S S S R
ATCC 14521 o) o)
Malassezia  furfur L L
B S S S S S S S S R
ATCC 14521 D D
c Malassezia  furfur E E
ATCC 14521 C E
b Malassezia  furfur R S
ATCC 14521 E T
e Malassezia  furfur C E
ATCC 14521 | R
- Malassezia ~ furfur M |
ATCC 14521 | L
Malassezia  furfur E |
G
ATCC 14521 N D
| Malassezia  furfur T A
ATCC 14521 0 D
LECTURA VISUAL (SUSCEPTIBILIDAD ASIGNADA) S: Sensible; R:
Resistente La CMI se define como la concentracion mas

baja en la que se observa la inhibicion del crecimiento fangico ANTIFUNGICO: Voriconazol (VRZ)

CMI: Concentraciéon Minima Inhibitoria (Verde)
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL VORICONAZOL

Fotografia 84. Concentracion Minima Inhibitoria del voriconazol por duplicado contra
M. furfur ATCC 14521 por el método de microdilucion en SDBO T40. La columna 9 de

las filas A y B marcada en rojo corresponde a la CMI del voriconazol a 0.12 pg/ml
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