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Resumen

Las levaduras del género Malassezia constituyen parte de la blota normalk
de Ia plel son orgamsmos lipofilicos que se axslan pr|n0|palmente de las zonas

seborrelcas del

'uerpo humano En Ia actualldad se ‘conocen por lo menos ocho"”' '
' . monada con diversas dermatosis

| f’-'a M. sympodialis y a M. restricta. En piel sana se

fcébt@y‘l’eron 17-cullivos;.y: a especie predominante fue M. restricta seguida por M.

: "gldb'os:}q,V.'M 'sympodialis:y M. slooffiae.
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1. Introduccion

1 1 Aspectos generales de los hongos

Los hongos son organlsmos eucanontes pollmorfos y vanables en cuanto a-

ue son provocadas por especies de




molestas y antlestétlcaS'“ Los hongos mvolu

iseminar. via los canales
-‘Otras -micosis son la

tran‘pnncapalmente por via pulmonar:
y -Paraccoccidioides. Los individuos

r uchos‘ votros hongos ‘. En este caso el hospedero

a: habldo un creciente interés en el estudio de estos

padecumlentos porque causan complicaciones en los pacientes con Sindrome de

"Inmunodeflmencia Adqunrlda (SIDA). 7

1.2 Levaduras de importancia médica
Se conocen aproximadamente 500 especies de levaduras. Los géneros
encontradas con mas frecuencia en el ser humano son Candida, Cryptococcus,




Ma/asseZ/a Algunos ‘otros fgeneros ‘como Saccharomyces

pliamente en la

cllmas troplcales como Centro y Sudamérica, Africa, India (‘3),

1. de'la biota normal de la piel son variados: el clima, el sexo, la edad,
iQh, las interacciones microbianas, factores inespecificos del

’,”k'hospedero eI funcnonamlento del sistema inmune y algunos otros. Un factor



importante pa(a la colonizacion y para la patogenia de las enfermedades causadas

por levaduras parece ser la adhesividad de las levaduras a las células epiteliales.
(30,7) - : -

1.3 El Género Malassezia
1.31 Antecedentes Historicos

Las levaduras del género Malassezia fueron asomadas aAuna afeccron dela

plel por primera vez en 1846, cuando Elshstedt repo la ‘res' n : a _ e levaduras yvf

: vﬁ;en 1889 consndero Ia presencna de filamentos y cimulos de levaduras observados

E porﬁMaIassez en Ias Iesuones de pitiriasis versicolor, nombrando al organismo
Malassezia furfur (dedlcado al medlco frances L. Malassez, con el suf. lat. —ia que
denota pertenencia), 8. -

En 1904 Sabouraud;‘ propuso el nombre genérico de Pityrospurm (del gr.
‘ pityron, caspa, t|na y' : orum espora) denominando a las esporas
de Malassez co(mov Pgtyrqg al /,s‘ezu, y consideré a esta especie como la
causante de la pﬁifiésusfcapitisi‘que..com'prende células de tipo elipsoidal y esférico.
~_Estudi6 la etlologia e:est torno en la piel cabelluda y la compard con la

pitiriasis versncolor e el-que regtjl‘armente se observaban conjuntamente hifas y



:'esteanco ‘al- agar Sabouraud U otros medios de cultivo, con lo que observé un

excelente cremm:ento:d:‘feste microorganismo. Al mismo tiempo, aislé una forma

esférica de,P/y p rum denominando a la especie Pityrosporum orbiculare
(56)

usualmente responsable de la pitiriasis versicolor.

Unos ano‘s,»d'espues Gustafson (1955) aislé un gran nimero de levaduras
de otitis externé"en perros y describidé la gemacion en el polo de la célula en una
base ancha; no observo la formacion de micelio o pseudomicelio y las células eran
esféricas o ligeramente ovaladas. También estableci6 que no requeria de

h




sustancias grasas para contlnuar su crecnmlento lo que abno nuevas’ 'perspectlvas '

_Chalmers 1913. ‘56’”;,
: Una vez que Ia naturaleza lipofilica de estas levaduras fue reconocida hizo
" p03|ble su recuperacion en cultivos. Cuando diferentes investigadores observaron
el cambio espontaneo de un tipo morfolégico a otro, se llegd a la conclusion de
que las tres especies aisladas en humanos y conocidas hasta ese momento como
P. ovale, P. orbiculare y M. furfur, eran solo variantes de una misma especie por lo
que prevalecio la nomenclatura M. furfur. ??

Las especies aceptadas hasta entonces eran M. furfur (por Baillon, 1889) y
M. pachydermatis (por Dodge, 1935), y fue hasta 1990 que Simmons y Gueho
describieron una nueva especie, M. sympodialis, que fue diferenciada de M. furfur
por la:-gemacién simpodial ocasional y también fue la primera especie, de este
‘género a la que se le aplicaron técnicas moleculares para su identificacion,
maostrando L|n contenido molecular bajo en guanina-citosina respecto a M. furfur

%), se thleron‘ nuevos estudios al género basandose en la morfologia,

uItraestructura -

especies: M : lobosa M. obtusa, M. restricta y M. slooffiae @7 En el 2002 Sugita

|S|olog|a y biologia molecular describiendo cuatro nuevas

6




et al h|C|eron la descnpcuon de una ‘nueva- especxe,denommada M. dermat/s?

,pVavraCIones de la secuencia del
(25)

I'RNA ribosomal.

'1.32 Ecologia
Las levaduras lipofilicas forman parte de la biota cutanea de los animales

- de sangre caliente. La presencia de las especies de Malassezia en piel humana

e sana, fue detectada desde los inicios de la segunda mitad del siglo XIX. De las

 ' 'ocho especies reconocidas del género Malassezia se ha confirmado que M.
. pachydermatis esta claramente adaptada a animales pero ocasionalmente puede
ser aislada de humanos 84", En cambio las especies dependientes de lipidos se
ha demostrado que pueden estar presentes tanto en animales como en

29 En diferentes estudios se ha observado que de todas las especies,

humanos
M. globosa y M. sympodialis son las especies aisladas con mas frecuencia en
diferentes partes del cuerpo como piel cabelluda, frente, tronco y espalda tanto en
personas sanas como en pacientes con diferentes afecciones cutaneas; y solo se
tienen registrados dos trabajos de aislamiento de este organismo a partir de oido
externo de individuos sanos y de neonatos “"*%). La frecuencia de M. restricta es

vanable M. sloofflae y M furfur se obtienen en menor frecuencia y de todas las

especnes, M. btusa_ es’'la que menos se obtiene. También se ha reportado la

- asociacion de algunas de especies, siendo la de M. globosa con M. sympodialis |a




(188434531) . En cuanto a M. dermatis de un

atopica, en tres casos se demostré que

cbloniza(‘,iéﬁ,;;de‘ eSta's levaduras se
é"aéti\'/idéd de las glandulas
; ro:.tamblen se menciona que la
e dlferenma entre los est\udlos reallzados podria: ser expllcada por la diversidad en

las tecnlcas de muestreo el medio de cultivo utilizado y posiblemente también a

factores geograficos y étnicos. 19

1.33 Descripcion del Género Malassezia
El ‘género Malassezia estd formado por levaduras que comparten
caracteristicas morfolégicas, nutricionales y moleculares. Las células pueden ser
esfencas ovales o cilindricas, dependiendo de la especie; la pared celular es
';».;gruesa y muItlestrattflcada la reproduccion asexual se da por un proceso de

: gemamon repetltlva monopolar o simpodial, dejando una prominente cicatriz en el

L Iuga ‘ de a’ gemacion en la. célula madre. Algunas especies pueden desarrollar

o /n vitro. (42:18)

to..d vista fisiolégico, la caracteristica principal de estas

'Ievaduras es lailipofilia;: estudios detallados en su cultivo y morfologia se han

_,enfocado" leza lipofilica, ya que casi todas las especies requieren

T ;esencnalme e de llpldos como fuente de carbono para su crecimiento. Con la

‘ '_presenCIa de amdos grasos libres en el medio de cultivo durante su incubacion se

'ha demostrado la presencia de lipasas que permiten que la levadura utilice lipidos
‘para su nutnmon “8) con excepcién de M. pachydermatis ?®. Ran “® observo que
.‘M; furfur presentaba la actividad de lipasa mas alta en una fraccidén insoluble, que
e Iocallza principaimente en la pared rica en glucanas y/o en sistemas

membranales también observo que las hifas se desarrollan cuando el crecimiento
o de. la Ievadura es acelerado adicionando taurocolato de sodio como activador de
i’llpasas Respecto a los estudios de adherencia de Malassezia spp. no se ha



la

Ieculares especialmente

pared celular @0

Clasn‘" icacion taxondmica

Reino: Fungi
Phyllum: Basidiomycota
Clase: Ustilaginomycetes
Orden: Malasseziales
Género: Malassezia
Especies: furfur
. pachydermatis
. sympodialis
. globosa
. restricta
obtusa

. slooffiae

M.
M
M.
M
M.
M.
M
M.

. dermatis

(Fell, et al., 2000, Begerow et al., 2000 Sugita, et al., 2002)




: 1;34,‘Ck§!ragtve3fi.ét'j(;as morfologicas y fisioldgicas de las especies.
(Guéhd,‘e't“é"/}‘;fjéée; Guillot, et al., 1996; Sugita, et al., 2002).
En 1996 Y 2'00“2, las ‘técnicas moleculares, en conjuncién con estudios
morfolégicos hicieron ,fpkosible la  descripcion de ocho especies cuyas
caracteristicas parﬁcularés se describen a continuacion (Cuadro 1).

Malassezia furfur R
Caracteristicas morfolégicas: Después de siete dias de incubacion en agar Dixon

modificado (ADm) las colonias son lisas, brillantes y convexas. La micromorfologia
es variable; comprende células ovoides, cilindricas (1.5 - 3.0 x 2.5 - 8.0 ym), o
esféricas (2.5 - 5.0 ym). Las gemas se forman en una base ancha. v
Caracteristicas fisiolégicas: Catalasa y ureasa positivas, presehta‘crecimient’o'en
los Tween 20, 40, 60 y 80; tiene buen crecimiento en ADm a 32 °C, 37.°C y'40'_°C,
y no crece en agar dextrosa Sabouraud (ADS) a 32 °C.

Guanina-Citocina (GC): 66.0 - 66.7 %

Malassezia pachydermatis
Caracteristicas morfologicas: Después de siete dias de incubacidon en ADm, las

colonias son mate, convexas y algunas veces umbonadas. Las células son
ovoides (2.0 -2.5 X 4.0 - 5.0 ym). Las gemas se forman en una base ancha,
dejando una cicatriz prominente en la célula madre después de la gemacion.

Caracteristicas fisiolégicas: Catalasa usualmente positiva; ureasa positiva, no
asimila el Tween 20; tiene buen crecimiento en ADm a 32°C, 37 °Cy 40 °C, y es

la Unica especie que presenta crecimiento en ADS a 32 °C.
GC: 55.5-56.0%

Malassezia sympodialis )
Caracteristicas morfoldgicas: Después de siete dias de incubacion en ADm, las

colonias son brillantes, lisas y con una ligera elevacion central. La micromorfologia
comprende células ovoides a esféricas (1.5 - 2.5 X 2.5 - 6.0 ym). La base de la



"'i"Caracterlstlcas fisiologicas: Catalas

" ‘gema es mas angosta que la célul
presentéf gemacion de tipo ’simpodial :
‘ureasa positivas, no asimila el Tween 20,

. presenta crecimiento en ADm a 32 °C 37 °Cy 40 °C, y no crece en ADS a 32 °C.

" 'GC:61.9-62.5%

Malassezia globosa
Caracteristicas_morfologicas: Después de siete dias de incubacién en ADm, las

colonias son elevadas, plegadas y rugosas. Las células son esféricas (2.5 - 8.0
pum). Las gemas se forman en una base angosta, y en comparacion con las otras
especies, las cicatrices de gemacion no son prominentes. En algunas células se
puede observar la presencia de gemas alargadas

- Caracteristicas fisiologicas: Catalasa“’

‘ureasa positivas; presenta patrones

irregulares de  asimilacién de- Ios _Tween ipuede presentarse un anillo de
precipitacion alrededor del Tween 40 y. del Tween 60, tiene buen crecimiento en
ADm a 32 °C puede o no crecer a 37 9C, p_ero no crece a 40 °C, y no crece en
ADS a 32 °C. o

GC:53.5-53.7%

Malassezia slooffiae
Caracteristicas morfolégicas: Después de siete dias de incubacion en ADm, las

colonias son de textura mate, rugosas y de bordes aserrados. Las células son
cilindricas pero cortas (1.0 -2.0 X 1.5 - 4.0 ym). Las gemas se forman en una
base ancha.

Caracteristicas fisioldgicas: Catalasa y ureasa positivas; no asimila bien el Tween
80; tiene buen crecimiento en ADm a 32 °C, 37 °C y 40 °C, y no presenta

crecimiento en ADS a 32°C.
GC:68.5-69.0%



Malassezia restricta

variable: células esféricas a ovoides (1
forman en una base angosta. '

Caracteristicas fisiolégicas: Catalasa

irregulares de asimilacion de los Tw; e
GC: 59.8 - 60.0 % -

Malassezia obtusa SR
ias de incubacion en ADm las
ilindricas (1.5 -2.0 X 4.0 - 6.0 pm),
“entre la célula madre y la gema

Caracteristicas morfologicas: Despue de si

colonias son lisas y planas. Las ‘célul
Las gemas se forman en’ una-ba
pueden alcanzar las 10 pm
Caracteristicas fisiologicas: Catalasa 'y ureasa positivas; es incapaz de utilizar
cualquiera de los Tween como dnica fuente de lipidos, y no presenta crecimiento
en ADS a 32 °C.

GC:60.5-60.7 %

Malassezia dermatis

Caracteristicas morfologicas: Después de siete dias de incubacién en ADm las

colonias son convexas de margen continuo o lobulado. La micromorfologia es
variable, comprende células esféricas, ovoides y elipsoidales (2.0 - 8.0 X 2.0 -10.0
pm).

Caracteristicas fisiologicas: Catalasa y ureasa positivas, asimila todos los Tween,
tiene buen crecimiento en ADm a 32 °C, 37 °C y 40 °C, y no presenta crecimiento

oen ADS a 32°C.

GC:60.4 %



Cuadro 1. Pruebas fisiologicas para identificar las especies de Malassezia

Especie Ureasa Catalasa ADS ADm || ADm | ADm || Tw || Tw | Tw || Tw
32°C || 32°C | 37°C | 40°C }f 20 || 40 | 60 | 80
M. furfur + + - + + + + + + +
M. pachydermatis + + + + + + - + + +
M. sympodialis + + - + + + - + + +
M. globosa + + - + +/- - - - . .
M. obtusa + + - + + - - - - -
M. slooffiae + + - + + + + + + -
M. restricta + - - + + - - - - -
M. dermatis + + - + + + + + + +




2. Antecedentes

2.1 Patologias causadas por Malassezia

A pesar de que las levaduras de Malassezia forman vparte‘fde}lé[biota

(47,48,22)
1

cutdnea normal del ser humano bajo la influencia de -factores

- predisponentes que permitan el crecimiento masivo del hongo ®" pueden tornarse

7pra:trc')rgenars yl/o estar asociadas a un gran namero de padecimientos ©%, Dentro de

os padecimientos causados por este género de levaduras, se encuentran la

(35,17,44,9,32,36,20) (22,5,3,34)
L 1

. pitiriasis ~ versicolor la- foliculitis por Malassezia la

septicemia @& 4124, |3 pustulosis neonatal ““®y la dermatitis seborreica. (°3:4%1820:
54,31) NN TR

En otros padecimientos esta levadura se encuentra en gran namero sin que
su participacion etiolégica haya sido definida. Por lo anterior consideramos que
existen otras patologias en las que Malassezia se encuentra asociada como la

(14.52)

papilomatosis reticulada y confluente de Gougerot y Carteaud la

onicomicosis ®, la dermatitis atépica %4437 y |a psoriasis.®

Pitiriasis versicolor
La pitiriasis versicolor es un trastorno cronico y superficial, asintomatico,
usualmente localizado en la parte superior del tronco, cuello y parte superior de los
brazos. Gordon en 1951 sugirid que la forma esférica de Malassezia, referida
entonces a P. orbiculare, era el agente etiologico de pitiriasis versicolor. En
estudios recientes se ha observado que las especies predominantes en este grupo
.-de pacientes son M. sympodialis y M. globosa (Cuadro 2) dejando a las otras
~cuatro especies con una frecuencia mucho menor. 2

La pitiriasis versicolor tiene una distribucién mundial en areas tropicales en

- 'don‘dekha sido reportada hasta en un 30 a 40 % de la poblacion. La incidencia es
" 'mucho menor en climas templados (1 a 4 %). Generalmente es una afeccion de
' ‘las ‘edades postpubertal y madura, cuando las glandulas sebaceas se encuentran
mas activas y es generalmente vista en gente saludable. La edad en que este
padecimiento se observa con mayor frecuencia es entre los 15 y 45 afios ?2); es




Poco_frecuente &

vestlmenta Se

s"lesm es, que son ligeramente

’, Pu den unirse para abarcar partes mas
n forma y color (rojo, marrén o blanco). Los
sqn las altas temperaturas y la alta humedad,
rque lé pitiriasis versicolor es mas comun en
">fc':u’ente localizarla en la cara. Los factores
v-:la‘ piel grasosa, la hiperhidrosis, factores
teroides e inmunodeficiencia. %3517
versicolor se basa en la observacién de
s escamas de lesiones utilizando hidroxido

os estudios realizados, es claro que M.

da prlnCIpaImente con |a pitiriasis versicolor, que es el

. Cuadro 2. Frecuencia de especies en pacientes con pitiriasis versicolor.

Especies encontradas Pais Autor Pacientes
M. globosa 55% Nakabayashi et al.
Cada una de las otras 10%| Japoén (2000) 22
M. globosa 60%); Crespo et al.
M. globosa- M. sympodialis 29%| Espaia (2000) 96 .
M. globosa- M. slooffiae 7% o
M. globosa 58% Aspiroz et al.
M. globosa- M. sympodialis ] :30%| Zaragoza (2001)
M. sympodialis : 2% T
M. sympodialis : 59% Gupta et al.
M. globosa , 25%| Canada (2001)-

M. furfur ‘ ; 11%




faCtores predisponentes, la foliculitis por

K d enzumatlca del hongo. Los estudios
»;hlstopatologlcos y de mlcroscopla dlrecta muestran la presencia de abundantes
levaduras de Malassezia en el foliculo pilosebaceo. Las especies que han sido
encontradas M. globosa, M. furfury M. pachydermatis. **

Septicemia

Actualmente las especies del género Malassezia se consideran patégenos
emergentes que pueden causar sepsis asociada a catéteres en la poblacion
pediatrica que recibe alimentacion lipidica parenteral prolongada, especialmente
cuando se trata de prematuros de bajo peso internados durante largos periodos en
unidades de cuidados intensivos. Si bien esta es la menos frecuente de las
infecciones provocadas por estos hongos, es la mas importante debido al alto
porcentaje de mortalidad. ©®

La primera aparicion nosocomial de M. pachydermatis se describié en 1980.
Esta especie, que hasta ese momento sélo se habia aislado como causante de
infecciones en animales, se aisl6 mas adelante, en varias ocasiones, en

infecciones nosocomiales en sala de cuidados intensivos de neonatos donde, a




través de métodos moleculares, pudo comprobarse la transmisién nosocomial “".
Posteriormente, se describieron espeCies lipofilicas de Malassezia recuperadas de

formas invasivas en pacuentes pedlatrlcos considerandose todas ellas M. furfur.
(24)

Pustulosis neonatal ; B L :

Este padecimiento se caracteriza por la presencia’" de "papuIOpﬁstUlaé'nd:
foliculares localizadas en cara y cuello en recnen nacndos (4) La ‘especie descrlta
como causante de esta entidad es M. furfur. Se ha sugerldo que esta condicion
pudo haberse confundido en algunas ocasiones con acne neonatal. “®

Dermatitis Seborreica

La dermatitis seborreica es un trastorno crénico y recurrente de la piel,
caracterizado por la presencia de inflamacioén, lesiones eritematosas, pruriginosas
y descamativas, localizadas en areas con abundantes glandulas sebaceas, como
piel cabelluda, cejas, pliegues nasolabiales, las regiones paranasales, mejillas,
orejas, regiones preesternal e interescapulares y axilas ®>??. La pitiriasis capitis

'és b siderada como la manifestacion inicial que afecta del 5 - 10 % de la

adulta. Las complicaciones incluyen infecciones secundarias
,bacterlanas y ofitis externa. El curso de la dermatitis seborreica tiende a ser

crénico.. En kchmas templados tiende a mejorar durante el periodo de verano. El

_ padecimiento empeora durante los periodos de tension fisica y mental.

a:ffecuencia no se conoce con exactitud, sin embargo, es un padecimiento
’ en los primeros tres meses de vida, inicia generalmente a partir de la

semana y afecta por igual a ambos sexos. Es un padecimiento que se
'presenta en ‘25 % de la poblacién general; en los recién nacidos en el 12 % vy

éumenta a, 46 86 % en los pacientes con SIDA; este porcentaje sugiere que el
‘ mune juega un papel importante en esta enfermedad. Algunos de los
: 'i'factores que pueden predisponer al individuo a presentar dermatitis seborreica

json factores genéticos, enfermedades neuroldgicas como la enfermedad de



Parkinsbn,i‘ la escler' I1tiplle.f\enfermedades cardiacas, la depresion y
alcohollsmo cromco (o).

SLa reIaC|on e_lst ,_ tre las levaduras del género Malassezia y la

- dermatltls seborrelca todavia es un factor de controversia. En una revisién Shusteri'g s

i Ilego a Ia conclusnon de que P ova/e era el agente.etiologico, y desde entonces o

numerosos estudios han demostrando que el numero de levaduras presentes enla

' "’"’pltlrla5|s capitis eran sugmfcatl amente mayores comparadas con los individuos .~

sanos; ademas existe una reIaC|on en'tré' Ia sevendad de la ‘dermatitis seborreica y
la cantidad de las Ievaduras de MalasseZIa (54
. : -Algunos. estud|os han determlnado Ias especies de Malassezia asociadas a
~lesiones de dermatms seborrelca M. g/obosa y M. sympodialis predominan sobre

~‘las otras.espeqles_ _(C;L_Jvadlro 3).

Cuadro 3. Especies de Malassezia asociadas a dermatitis seborreica.

Especies =~} .. Pais Autor Pacientes

encontradas s estudiados
M. restricta ©owi /Espafa. .| = Crespoetal. 75
M. globosa e o (1999). o
M. furfur .-Canada .~ | Nakabayashietal:| -~ 28 -
M. globosa SR B S (2000)
M. globosa Japén Gupta et al. 42
M. sympodialis (2001)

2.2 Patologias asociadas a Malassezia
Papilomatosis confluente y reticulada de Gougerot-Carteaud

Este padecimiento se caracteriza por papulas hiperqueratésicas
confluentes, que tienen una pigmentacion marrén-grisacea y se localizan
predominantemente en el tronco. Frecuentemente se asocia a levaduras lipofilicas
en el estrato corneo observado por la microscopia directa y la histopatologia ).
Roberts (1969) sugiri6 que tanto la papilomatosis confluente como la reticulada
: pddrian:? representar una forma peculiar de reaccion del hospedero a la
fc‘obloniza,ci:éh por levaduras de este género de levaduras. En aigunos casos



"’be‘srtudi‘ardgs_;se ha :‘observado Ia ;presenma de VM'*"furfur J_y M sympod/al/s

o cuales no se hace referencua ala descrlpmon ica jde las aiteraciones

aparentemente causadas por Malassezia, por: Io que es cuestlonable que esta
levadura sea la causa de una onicomicosis.

Dermatitis atopica

La dermatitis atdpica es un padecimiento hereditario, crénico y recurrente
de la piel, que se caracteriza por lesiones eritematosas, con prurito intenso,
descamacion y frecuentemente resequedad en diferentes partes del cuerpo. Se
presenta. en brotes agudos por tiempos e intensidad variables. Ademas se
manifiesta una reactividad muy alta de la piel a estimulos fisicos e irritantes

o di‘r'ecjgd's como sustancias ambientales, cierto tipo de tejidos, detergentes, alergias
vy 'sffés Tiende a agudizarse cuando la temperatura es muy elevada o baja,
fcuando el paciente sufre una infeccidon bacteriana o cuando Ia piel resulta irritada.
it Entre los nifios que padecen de esta enfermedad, el 60 por ciento muestra signos

- en el primer afio de vida y el 85 por ciento en los 5 primeros afios. ¥




Psoriasis

La psonaS|s es 'n enf‘r edad cronlca que evoluciona en brotes Yy que

puede ser desencadenada por. factores genéticos, inmunolégicos, infecciosos,
psucologlcos f|$|cos blOQUImICOS Dentro de los factores infecciosos involucrados

se encuentr t,phy/ococcus aureus, Candida spp y ahora se presume la

presenma e Malassez:a spp. Se caracteriza por placas eritemato-escamosas en
. diferentes artes: de la piel, de diverso tamaiio y namero. Por lo general las placas
‘s ‘b;le dvellmltadas por bordes definidos, no activos, muy blancas, con aspecto

A sympod/aIIS'el resto de las especies se presenta en una frecuencia menor y ésta
s es bastante variable en cada estudio y en cada padecimiento. ('®



3. Planteamiento del Problema

A pértir de 1996 se conoce una nueva clasificacion del género Malassezia
. que mcluye hasta hoy ocho especies (M. furfur, M. pachydermatls M. sympodialis,

tosus y en plel sana.
o“sAepldemlologlcos en nuestra
diversidad y frecuencia de especies de

Malassezia en i



4. Objetivos

4.1 Objetivo general

>

Aislar e identificar especies de Malassezia presentes en plel de |nd|V|duos

sanos y de pacientes con dermatosis.

4.2 Objetivos particulares

>

Aislar levaduras de Malassezia'a:_parrtiirfde, ‘escamas provenientes de oido

externo de individuos sanos.

Aislar levaduras de Malassezia de lesiones presentadas en pacientes con
rm: borreica y pitiriasis versicolor.

as especues de Malassezia asociadas a piel sana y a piel

r p|t|r1a31s versicolor y dermatitis seborreica.

nDétér _r la frecuencia de especies de Malassezia asociadas a piel sana
Y a plel afectada por pitiriasis versicolor y por dermatitis seborreica.

853
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5. Pacientes y Metodologia

5.1 Toma y brocesamiento de muestras

Se obtuvieron escamas de un total de 74 individuos: 42 sanos y 32 con
.lestones en piel, de los cuales 22 fueron de pacientes con dermatltls seborrelca y
10 de paCIentes con pitiriasis versicolor.

amentes con dermat03|s Ias es am

maﬁgehlnﬁienid :d"éfklas colonlas puras se realizo en ADm y en caldo Dixon
: 'Fh'ddiﬁ'c'a:db"con antibiéticos (CDm+A) (Anexo 1.2) a 32 °C (Cuadro 4).
5.2 |dentificacion de especies

La identificacion de las especies se realiz6 mediante {a morfologia de la
colonia, la morfologia celular y diversas pruebas fisiolégicas. Tanto las
caracteristicas morfoldégicas como las fisiolégicas se evaluaron utilizando cultivos
en crecimiento de 3 a 10 dias.

[£8)
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5.21 Morfologia macroscépica o
Las placas de agar fueron inoéu"ladéfs: | de una suspensién de
levaduras que fueron dlstnbutdos en la a'gér' ‘para poder obtener
colonias separadas. La morfologia colonlal eaiahte la examinacion
de los cultivos en ADm de siete dias qu 3 ‘|eron ‘en una temperatura

constante de 32°C. Las caracteristicas estudladas fu’eron el tamarfio, la forma, el

‘color y el aspecto de la colonia; el tipo de borde” y su elevacion.

5.22 Morfologia microscoépica

La morfologia de las levaduras se examiné mediante un frotis tefido con
Grram, realizado a partir de cultivos de 2 a 3 dias de crecimiento en CDm. Se
observo si las células eran esféricas, ovoides o cilindricas, el tipo de gemacion
(simpodial o fialidico), si la gema provenia de una base ancha o angosta.

5.23 Pruebas fisiolégicas (Cuadro 5).
5.231 Hidrdlisis de Urea
La hidrdlisis de urea, se utiliza para la identificacion de basidiomicetos. Fue
realizada mediante la siembra de un inéculo de levaduras en agar urea de
Christensen manteniendo los cultivos a 37°C. Se utiliz6 como control negativo una
cepa de Candida, y como control positivo una cepa de Cryptococcus. El resultado
positivo se determina al observar un cambio de color del medio de amarillo a rosa

intenso.

5.232 No dependencia de acidos grasos
Todas las colonias fueron sembradas en Agar de Dextrosa Sabouraud
(ADS) a 32°C por siete dias para verificar la no dependencia de acidos grasos

descrita Unicamente para M. pachydermatis.
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5 233 Catalasa S -
‘ La’ reacmon de catalasa fue determinada mediante la aplicacion de una gota
" de peromdo de’ hldrogeno en un fragmento de coloma sobre un portaobjetos La
produccxon de burbUJas de gas indic6 una reaccion positiva.

o B 234 Termotolerancia
Para demostrar la capacidad de crecer a diferentes temperaturas los
v atslamlentos fueron incubados en tubos de agar Dixon modificado a 32 °C, 37 °C y
40°C ‘po[‘snete dias.

5 235 Asimilacion de diferentes Tween

‘ agLaI‘ apamdad de utilizar los Tween fue probada utilizando 16 m! de agar de

25



Cuadro 4. Procesamiento de especimenes para el aislamiento de Malassezia spp.

Personas sanas
Pacientes con pitiriasis versicolor
Pacientes con dermatitis seborreica

Escamas
1
MICS)C(QZI(E')';ICO Agar Dixon modificado con antibioticos
DIRECTO (ADm+A) 30°C por 10 dias
PURIFICACION
Regciemhra en ANM + A
I
MANTENIMIENTO
(ADmM+A Y CDm+A)
l IDENTIFICACION 2
MACROMORFOLOGIA MICROMORFOLOGIA
7 dias, ADm+A 3 dias, CDm+A, Gram
PRUEBAS FISIOLOGICAS
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Cuadro 5. Procedimiento para la Identificacion de Especies de Malassezia
(Tomado y modificado de Guiliot, et al., 1996)

Levaduras de Malassezia Urea
Siembra en ADS a 32°C
f |
Con crecimiento Sin
M. pachydermatis crecimiento
|
Reaccion de
la catalasa
| |
Paositiva Negativa
M. restricta
I
Asimilacion
de Tweens
Tw 20, 40, 60, 80 Tw 20, 40, 60 Tw 40, 60, 80 Sin
M. furfur M. slooffiae M. sympodialis precipitacion
1
[ |
Células Células
esféricas cilindricas
M. globosa M. obtusa
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6. Resultados

De los 74: |nd|V|duos estudiados se obtuvieron 39 cuItlvos posmvos 17

correspondlentes a personas sanas, 13 a pac:entes con dermatltls seborrelca y 9 a-

pacientes con pltlrIaSlS verS|co|or Debldo a que, de: varlos individuos obtuvneron o

o asocnamones de espec1es se obtuvo un total de 55 alslamlentosA lStrlbUIdOS como B

se muestra en la Cuadro 6.

Cuadro 6. Cepas de Malassezia obtenidas de piel sana y piel con dermatosis

% de
recuperacion
de
Malassezia

Individuos No. de
estudiados cultivos
positivos

Dermatitis
seborreica

Pitiriasis
versicolor




Pruebas fisioldgicas

Hidrélisis de Urea
Todas las cepas resultaron positivas para la hidrdlisis agar urea de Christensen a

37 °C en los primeros 2 dias (Figura 1). Las pertenecientes a M. restricta fueron las que

tardaron mas tiempo para dar el resultado positivo.

Figura 1. Hidrolisis de urea para M. slooffiae, M. globosa y M. sympodialis.

No dependencia de Acidos Grasos
Ninguna de las cepas tuvo crecimiento durante su incubacién en agar de
dextrosa Sabouraud a 32 °C, descartando asi la presencia de Malassezia

pachydermatis.

Catalasa
De todos los aislamientos, 43 resultaron positivos a la prueba de catalasa
observandose la presencia de burbujas por la liberacion del oxigeno libre, y 12 de los

aislamientos resuitaron negativos.

Dixon modificado a diferentes temperaturas
Durante la incubacion a diferentes temperaturas en ADm, se observd que todos
los cultivos crecieron a 32 °C. La mayoria de los cultivos presenté crecimiento a 37 °C,

y solo 25 crecieron a 40 °C.



Asimilacién de Tween

crecimiento alrede

- 'En2cepash

Al integrar I’o"vs]’da't del est ‘lio,;mracrds'cépié’ok_y'._'r'ﬁ‘i‘droscépico, ademas de

los resultados de las prueba ﬁsxologlicés' se llegé a los siguientes resultados.

Individuos sanos o

De los 42 individuQs a quienes se les realizd cultivo, 17 fueron positivos,
catorce se encontraroh como especies Unicas y en tres se obtuvieron al menos
dos colonias dgy diferentes especies. En diez aislamientos se identifico a
Malassezia restricta, siendo la especie aislada con mas frecuencia en este grupo,
seguida de M. g:'/kobosa, M. sympodialis y M. slooffiae (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Especies y frecuencia de Malassezia identificadas en personas sanas.

Individuos Especies identificadas No. de Nimero y porcentaje No. total
estudiados cultivos total de especies De
positivos aislamientos

M. restricta 10 (50%)
M. globosa 5 (25%)
M. sympodialis 4 (20%) 20
M. slooffiae 1(5%)

M. restricta

M. globosa

42 M. sympodialis

M. sympodialis-M. restricta
M. sympodialis-M. slooffiae
M. globosa-M. restricta

_ AN

Asociaciones: 3de 17 =17.6%
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2A. M. furfur

Figura 2. Asimilacién de Tween

2B. M. sioffiae
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2C. M. sympodiali

80 20
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2F. M. globosa
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)
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~ Dermatitis seborreica

Pitiriasis versicolor : : !
De 10 pacientes con este padec1m|ento se obtuvneron 9 cultlvos positivos, 6
M. 3 sympod/al/s fue la especie aislada con

de especies Unicas, y 3: asocnacn
mas frecuencia y se encontro asocxada con M restrlcta y M g/obosa (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Especies y frecuencia de Malassezia identificadas en pacientes con dermatitis seborreica.

Pacientes Especies identificadas No. de NUmero de especies No. total
estudiados cul@iyos y porcentaje total _ dg
positivos aislamientos
M. globosa 4 M. sympodialis 7 (33.3%)
M. sympodialis 2 M. slooffiae 6 (28.6%)
M. slooffiae 1 M. globosa 5(23.8%)
22 M. sympodialis-M. slooffiae 3 M. furfur 2{ 9.5%) 21
M. furfur-M. globosa 1 M. obtusa 1(4.8%)
M. furfur-M. sympodialis-
M. slooffiae 1
M. sympodialis-M. slooffiae-M.
obtusa 1

Asociaciones: 6 de 13 =46.1%
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Cuadro 9. Especies y frecuencia de Malassezia identificadas en pacientes con pitiriasis versicolor

Pacientes Especies identificadas No. de Nimero de especies y No. total
tudiad cultivos porcentaje total de
estudiados positivos aislamientos
M. globosa M. globosa 7 (50.0%)
M. sympodialis M. sympodialis 5 (35.7%) 14
10 M. sympodialis-M. globosa 1 M. restricta 2 {14.3%)
M. sympodialis-M. restricta-
M. globosa 2

Asociaciones: 3de 9 = 33.3%
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Comparando Ias espemes encontradas (Flgura 3) de personas sanas y de
pamentes se determln e que Ia espeme alslada con mas frecuencna fue M. globosa,
segunda por M sympod/a//s y por M. restr/cta (Cuadro 10).

‘Cuadro 10.’Total de colonias de especies de Malassezia asociadas a piel sanay a
piel con dermatosis

Personas Pacientes con | Pacientes con Total de
Especie sanas dermatitis pitiriasis aislamientos
seborreica versicolor
n=17 n=13 n=9
M. globosa 5 (25.0%) 5 (23.8%) 7 (50.0%) 17 (30.9%)
M. sympodialis 4 (20.0%) 7 (33.3%) 5 (35.7%) 16 (29.1%)
M. restricta 10 (50.0%) - 2 (14.3%) 12 (21.8%)
M. slooffiae 1( 5.0%) 6 (28.6%) - 7 (12.7%)
M. furfur - 2( 9.5%) - 2( 3.7%)
M. obtusa - 1( 4.8%) - 1( 1.8%)
Total 20 21 14 55
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Fig. 3. Morfologia macroscépica (izquierda) y microscdpica (derecha) de Malassezia spp.

A. M. globosa. Colonias crema, opacas, de bordes a. M. globosa. Células esféricas con una gema alargada
lobulares, con pliegues radiales, elevadas. proveniente de una base angosta.

N3O0 37 v1Iv4

NOJ §i511

B. M. sympodialis. Colonias crema, brillantes, de bordes b. M sympodialis. Células ovoides con gemas
regulares, lisas, con una elevacion central provenientes de una base estrecha, y gemacion simpodial.

38



c.m slooffiae. Colonias crema, umbonadas, de ¢. M slooffiae. Células ovoides con gemas que provienen de
apariencia mate, con surcos en los bordes. una base ancha

N0 31 YTIVd
NOD §131%

D. M. furfur. Colonias blanquecinas, brillantes, lisas, de d. M. furfur. Células ovoides, y cilindricas, con gemas
bordes regulares, con una elevacion convexa. provenientes de una base ancha.
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E. M. restricta. Colonias bIanquepmas, brillantes, de e. M. restricta. Células esféricas y ovoides, con gemas que
bordes fugosos, puntiformes. provienen de una base angosta.
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F. M. obtusa. Colonias crema, con escasos pliegues f. M. obtusa. Céluias cilindricas, con gemas que provienen
radiales, de bordes lobulados, ligeramente elevadas. de una base ancha.
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7. Discusion

Los regxstros que se’ tlenen en.México acerca de la partlcnpacuon del genero{

MalasseZ/a son anteriores avque se thlera la revusmn taxonomlca or:lo: que los‘ '

;p'l;é'vios a la descripcion de nuevas especies se

~‘basaban e morfologia del~§enero Pityrosporum, es dificil definir la especie

"~""k,_a|slada‘por ste auto ya que morfolégicamente podria corresponder a M. furfur,

M sympod/a is, M restncta o M. obtusa.

7 -Otros estudlos reallzados en Canada, Rusia y Espafia, indican que la
éspe0|e predomlnante aislada de personas con piel sana es M. sympodialis en un
porcentaje que va desde el 26% hasta el 60%, aunque ha sido de otras regiones
corporales (tronco, cara, piel cabelluda, espalda y frente) '),

En este -trabajo el aislamiento de M. globosa se obtuvo de un 25% de los

casos, concordando con otros trabajos en donde M. globosa también ha sido

descrlta como a segunda especie aislada con una frecuencia que va del 10% al
51¢y (454315 )

M. sympodialis se observd en un 20% de los casos y solo hubo un
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alslamlento de M slooffae‘ (5%) nokhubo alslamlentos el resto de Ias"espemes e

o como se han a|slador en otras reglones del mund

Unicas M globosa, M. sympodialis y M. slooffiae, pero éstas también se
engp_h'fférc‘:.n asociadas a otras especies, o entre si. Este es el grupo de dermatosis
en el que se encontraron mas asociaciones: tres de M. sympodialis con M.
siodffiae (23%) y una de M. furfur con M. globosa (7.7%). También hubo dos
éSociaciones de tres especies: M. sympodialis, M. slooffiae y M. furfur (7.7%) y M.
6btusa, M. slooffiae y M. sympodialis (7.7%). El total de asociaciones fue de
"'46.1%, porcentaje similar a lo reportado en los estudios realizados en Espafia en
i donde los autores reportan un 46.7%, y las asociaciones se dan entre M. globosa
" con M. sympodialis, M. slooffiae y M. restricta; y M. sympodialis con M. restricta."®)
En el grupo de pacientes con pitiriasis versicolor se aislaron Unicamente

tres especies de las cuales M. globosa fue aislada en la mitad de los casos. Este
resultado es similar al reporte de otros autores, en donde la aparicion de esta
especie se observa desde un 25% hasta un 90% ©245158 En uno de nuestros




k.de Ias espec:es de este género (9,

de estas evaduras en la fisiopatogenia de las patologias a las cuales han sido

f«”asomadas Esta limitante seguramente sera superada en un corto plazo.
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8. Conclusiones

; De Ias ocho especies de Malassezia descritas, en este ~trabajo se
'|dent|flcaron sels de ellas: M. globosa, M. sympodialis, M. restr/cta'M slooffiae, M.

furfur y M obtusa‘

4 pe e 's‘_,c'a__‘mahé_]de_l_o;ldo e}gtern’q'de‘iiﬁdiylduosﬂsanoé, se identificaron
cuatro especie globosa, M, sympodialis 'y M. slooffiae.

versicolor se identificaron tres especies: M.

glo\vl__)dévak,""k re icta.

De Ios pa ylentes con dermatltls seborreica se identificaron cinco especies:
,M sympod/a//s M ‘slooffiae, M. globosa, M. furfur y M. obtusa; siendo el grupo

- ~con mayor dlverS|dad de especies.

Las especies predominantes en este estudio fueron: M. globosa, seguida

por M. sympodialis y M. restricta

Este representa el primer estudio realizado en México enfocado a
determinar la diversidad de especies de Malassezia presentes en piel sana y en

piel con pitiriasis versicolor y dermatitis seborreica.
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9. Perspectivas

“La lncursmn ‘en-el estudlo del género Malassezia ha: permmdo VISuallzar o

otros campos relac:onados en los que se podrla profundlzar para comprender
. S : la

como' M. dermitis utilizando técnicas
‘ moleculares '
4. Buscar factores:de v1rulenC|a en Ias diferentes especies como presencia de

adhesmas y dete ( on cuantltatlva y cualitativa de lipasas.
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11. Anexos

“Anexo 1.1
_* Agar Dixon Modificado
Extracto de Malta 36g

o ;Peptona 69
: ;’BIIIS dlsecada de Buey (Bacto-oxgall) 209

Agar bacterlologlco 129
10ml.
2m
o 2ml
, 1rooo'mv|

] sta dlsolver completamente.
rol el acido oleico y mezclar.

- Adicionar antibiético cuando el medio se encuentre a 50 °C.
- Distribuir en cajas petri en condiciones estériles.

Anexo 1.2

e Caldo Dixon Modificado

Extracto de Malta 36g

Peptona ; 6g

Bilis disecada de Buey (Bacto-oxgall) 209 '

Tween 40 , 10 ml

Glicerol | 2mi
. \Acxdo olelco PR 2 myl

1000 ml -




Cloranfenlcol

- Suspender eI extracto de malta Ia peptona y Ia blIIS dlsecada de buey en el

agua destllada y mezc
- CaIentar y hervar con agitacion frecuente hasta disolver completamente

Adicionar antlblotlco cuando el medlo se enc
- Distribuir en matraces o frascos de 100ml en condlcmn s estenles

Anexo 1.3

e Agar Urea de Christensen

Solucion A S
Base de urea (DIFCO) 29‘,"g‘ -
Agua destilada ; 100 rnl

- Dlsolver Ia base de urea en 100ml de agua d _ ‘tllada y mezclar perfectamente

hasta disolver.

S0 Iueiones.

: k-kalstnbunr en tubos estenles 2m| A
B f- Enfrlar a temperatura amblente en posumon mclmada
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Anexo 1.4

e Agar de Dextrosa Sabouraud adicionado con antibidticos (para prueba de

Tweens)
Agar dextrosa Sabouraud con antibioticos 36¢g
Agua destilada 1000 ml

Tween 20, 40, 60 y 80
'Suspe’ S|on' d levaduras

extrosa Sabouraud con antibioticos en el agua destilada y

g , _ aduras a cada tubo
B Dlstrlbwr en cajas petn en condiciones estériles.
‘ '-;Hacer cuatro pozos de 2mm y agregar Sul de cada Tween.

Anexo 1.5

e Agar DIXON® (Van Abbe, 1964)

Extracto de malta 36g

Agar Bacteriolégico 15¢g

Bilis disecada de buey 20g

Peptona micoldgica 6g
 Tween 40 10 ml

. Glicerol mono-oleato . 25ml

acto de malta, la peptona, la bilis disecada de buey, el agar
» kakgu'a destilada y mezclar.

Sn'agitacién frecuente hasta disolver completamente.
dlClonar el Tween 40 y el glicerol. Mezclar.

o kEstenllzar a‘121°C por 15 minutos.
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- Distribuir en cajas petri en condiciones estériles. -

‘Anex'oj1 6

'_- Tlnmon de Gramk

Cnstal vnoleta_, ,
" Lugol

: Alcoho -a ‘ etona

Z','Saframna e

 - Reahzar un frotls con eI cultavo y f‘Jar dlrectamente ala flama.

‘- Tefir con crlstal vuoleta durante 1 minuto |

- Retirar el exceso de colorant‘ cl

- Cubrir la preparacnon con _
- Enjuagar el frotis rapldamente con’ alcoho acetona

- Tefiir de contraste con safranlna durante 30 segundos
- Lavar llgeramente con agua y dejar secar

wn
w
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