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3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS ESPECIES DE
MALASSEZIA

En los ultimos afios y mediante estudios mas profundos se ha logrado
obtener la descripcion de cada una de las siete especies existentes para el
género Malassezia. Las mismas exhiben caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas tipicas. Todas ellas se reproducen mediante una gemacién
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unilateral repetitiva, dejando prominentes cicatrices en la célula madre. Las
levaduras de forma de botella pueden ser globosa, ovoidea o cilindrica. Las
yemas se forman en una estrecha o ancha base. (58).

Malassezia furfur es la Unica especie con varios aspectos micro
morfoloégicos, con células ovoides y esféricas (2.5-5.0 um de diametro),
ademas de ofras cilindricas de longitud y espesor variable (1.5-3.0x 2.5-8
um), pudiendo liegar a formar filamentos miceliares, espontdneamente o bien
utilizando medios apropiados (58). En el lugar en donde se forman las
blastosporas puede a veces llegar a observarse un collar que recuerda al de
las fialides de otros hongos. La célula madre de una blastospora puede ser
esféricas, oval, o filamentosa. Es una especie liptfila, por lo cual para
cultivarla en medio de Sabouraud es necesario cubrir la superficie del mismo
con aceite de oliva (58).

Malassezia pachydermatis. se caracteriza por presentar pequeiias células
ovoides (2.0-2.5x4.0-4.5 um) con una base ancha (58). No necesita lipidos
para su desarrollo.

Malassezia sympodialis: tiene células ovoides pequefias (1.5-2.5 x 2.5-6 um).
Se reproduce formando brotes simpodiales recurrentes unilaterales. Posee
una pared rugosa cuando la observamos con un ultramicroscopio de barrido
(58). Es una especie lipdfila. Contiene un 54% de G+ C.

En la piel humana M.sympodialis se aisla con mas frecuencia que M. furfur.

Malassezia globosa. posee células esféricas estables (2.5-8.0 um de
diametro), los brotes se originan a partir de una base estrecha pudiendo
alargarse y formar tubos germinativos, semejantes a los que observamos en
los examenes directos de las escamas de PV. Es lipéfila, se encuentra en
pacientes que padecen tanto PV como dermatitis seborreica (54).

Malassezia obtusa: esta formada por células grandes y cilindricas (1.5-2.0 x
4.0-6.0 um) con base ancha. A diferencia de las dos anteriores es poco
frecuente en la piel humana (58).

Malassezia restricta: posee células pequefas, esféricas u ovoides (1.5-2.0 x
2.5- 4.0 um), provistas de una base relativamente estrecha. Es frecuente en
la piel humana (58).

Malassezia slooffiae: presenta células cilindricas de corta longitud (1.0-2.0x
1.5-4.0 um), con brotes de base ancha. Se ha aislado de la piel humana y de
los animales, siendo muy frecuente en la piel del cerdo (58).
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4. CULTIVO:

Poco utilizado como ya mencionamos anteriormente, pues, solo se recurre a
el con fines de investigacion. Puede realizarse en medio de Sabouraud
cubriendo la superficie con una capa de aceite vegetal (oliva, girasol, maiz).
Entre otros medios que han sido utilizados estd el Osca (45-91) cuya
composicion se refleja en el cuadro 1. A los tres a seis dias de realizar la
siembra, aparecen colonias de 3 a 6 mm de diametro, de color amarillento
que vistas al microscopio estan compuestas por células hialinas de 3 a 7
micras de diametro, globosas o elipsoides, recubiertas por una pared gruesa.
En este medio no se produce elementos filamentosos, aunque algunas
células pueden presentar tubos germinales (44).

Clonias de Malassezia sp en medios de cultivo

En 1987 Leeming y Notman (77) desarrollaron un medio de cultivo especifico
observando que sobre €l se producian colonias diferentes, que Cunningham
y cols (34) sintetizaron en tres, caracterizandolas en los serotipos A, B, C por
presentar distintos antigenos de superficie.

Estos serotipos presentaban las siguientes caracteristicas morfolégicas:

Grupo A: Colonias redondeadas y largas (5mm) circulares, cremosas,
elevadas, lisas y dentada.

Grupo B: Cepas redondeadas, circulares, de 2-3 mm de diametro, aplanadas,
centradas por un boton, friables y cremosas

Grupo C: Colonias de 2-3 mm de diametro circulares.

Se ha utilizado también un medio similar al de Leeming y Notman al que
agregan “leche de vaca integral” (74) otros han puesto medios con leche en
cajas de “petri de contacto” (15). En todos estos medios ha resultado
infructuosa la obtencién de la fase filamentosa de Malassezia.

En estudios mas recientes realizados por Crespo E. V y col. (28-29-30) y
Mayser P y col (83) el medio utilizado para el aislamiento primario de las
especies de Malassezia ha sido el de Dixon modificado (m Dixon agar)
incubando a 32°C obteniéndose buena recuperacion de las colonias
levaduriformes.
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5.METODOS DE IDENTIFICACION FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y
MOLECULARES.

La identidad de las especies conocidas de Malassezia se ha confirmado
mediante estudios de ADNn/ADN. Guillot et al (58) propusieron un esquema
relativamente facil de realizar para su identificacion, basado en las
caracteristicas morfologicas ya descritas y en ofras fisiolégicas.

Utilizaron el medio de cultivo Sabouraud para aislar M. pachydermatis, pues,
como sabemos no necesita lipidos para su desarrollo y el resto de las
especies igualmente se aislaron en el medio de Dixon modificado.

Todas las especies del género reiteramos, se diferencian no solo por su
secuencia de ARN ribosémico y contenido de GC, sino que presentan
diferencias en morfologla colonial y celular y propiedades fisiol6gicas las
cuales fueron propuestas por Guillot et al. Estas propiedades son: presencia
de la enzima catalasa, tolerancia para crecer a 37°C y capacidad para
utilizar Tween 20, 40,60 y 80.

El tween 20 o monolaurato de polioxietileno sorbitan, es un detergente no
ibnico con una composicion de 50% de &cido laurico y balance de &cido
miristico, palmitico y estearico. El tween 40 o monopaimitato de polioxietilen
sorbitan, detergente no idnico utilizado para lisis de células, separacién de
nucleo y fraccionamiento de células,el cual posee 90 % de 4cido palmitico y
balance de acido estearico. El tween 60 o monoesterato de polioxietileno
sorbitan con una composicion de 50% aproximadamente de &cido estedrico y
balance principaimente de acido palmitico y por Ultimo el tween 80 o
monooleato de polioxietilen sorbitan, detergente no iénico utilizado para
extraccion selectiva de proteina y aislamiento de nulcleo de células de
mamiferos, con una composicibn de 70% de 4acido oléico y balance
principalmente de linoléico, palmitico y acidos estearicos, como Unica fuente
de lipidos para crecer.

Debido a que en el esquema, se dificultaba la diferenciacién de las especies
M.furfur, M.slooffiae y M. sympodialis, se propuso la introduccién de otras dos
pruebas fisiolégicas como son: la asimilacién de aceite castor y la actividad
de beta glucosidasa (55).

La diferenciacion de las especies en base a sus caracteristicas fisiol6gicas
se resume en el Cuadro 3 tomado de la publicacién de Guého et al (55) en
1998.

Mayser et al (83) estudiaron el crecimiento de M.furfur, M.sympodialis y las
otras especies descritas recientemente en medios de cultivo con aceite de
oliva, tomando muestras del aceite al cabo de varios dias de incubacién, con
las que realizaron una cromatografia en capa fina.



Hallaron sobre todo diferencias muy marcadas en las muestras de los cultivos
de M. furfur y M. sympodialis. Tifiendo las placas de cromatografia con
primulina (colorante muy sensible a compuestos lipéfilos) observaron que los
acidos grasos libres son mucho mas abundantes en los aceites en los que se
cultivo M.sympodialis que en los de M.furfur, evidenciandose en la placa de
cromatografia en un Rf 0.19.

En un Rf 0.41 ambas especies evidencian una cantidad muy similar de
triglicéridos. Ademas casi todas las muestras procedentes de M.sympodialis
poseen ésteres etilicos de acidos grasos en un Rf 0.60 que, en cambio, estan
ausentes en las de M.furfur. Ademas M.sympodialis produce ésteres etilicos,
al crecer en aceite de oliva, aceite de soja, trioleina vy trilinoleina, al igual que
otras especies de Malassezia, excepto M.furfur. Las curvas de crecimiento en
aceite de oliva también difieren en ambas especies, siendo un poco
superiores en M.sympodialis.

Segun Guého et al (54) teniendo en cuenta que M.sympodialis produce gran
cantidad de acidos grasos libres y ésteres etilicos, puede irritar la piel y
ocasionar lesiones inflamatorias con mas frecuencia que M.furfur. Estas
alteraciones metabélicas son importantes para estudiar la patogenia de las
enfermedades asociadas a Malassezia.

Patel y Noble (98) observaron diferencias en la composiciéon de los lipidos
cutaneos en pacientes con enfermedades microbianas, si bien no se puede
afirmar que estas variaciones estén relacionadas con la etiologia de la
dermatitis seborreica.ni la pitiriasis versicolor.

De todas formas lo que sl se puede asegurar, es que cuando se encuentra
una cepa que no produce ésteres etilicos en los cultivos, se trata de una
infeccion debida unicamente a M.furfur, pues, cuando estd mezclada con
otras especies aparecen ésteres etilicos en mayor o menor cantidad.

Mayser y col (83) estudian también el comportamiento de las distintas
especies de Malassezia, siguiendo un método parecido al de Guillot et al
(58), en el que utilizan aceite castor (Cremophor EL de Sigma) y otros
emuisionantes en vez de tween 60, observando que el Cremophor EL es
asimilado solo por M.furfur y en Cremophor S9 crecen M.furfur,
M.symppodialis y M.slooffiae. Sin embargo, M.obtusa, M.globosa y M.restricta
no crecen en ninguno de ellos. Apoyan estos estudios la determinacién de la
actividad metabdlica de las levaduras mediante cromatografia en capa fina.

La esculina es otra prueba que permite diferenciar M.furfur de M.sympodialis.
En la misma se detecta el desdoblamiento de la esculina en esculetina y
glucosa produciéndose un color negro, resultando positiva para
M.sympodialis. Por Gltimo, puede también ayudar a la identificacion de
M.furfur y M.pachydermatis, la determinacion del poder inhibitorio del
polidocanol. La especie mas resistente es M.furfur y la mas sensible
M.pachydermatis, reportado por Mayser et al (84)

Las técnicas moleculares para estudiar la epidemiologia de los aislamientos
en situaciones donde han ocurrido septicemias en grupos. Técnicas como



PCR, métodos mediados por PCR, secuencia indirecta y nested PC
utilizando primers especificos han sido utilizadas por cientificos como Guillo
y col. De igual forma en Argentina, el grupo de Giusiano Gustavo ha aplicado
las técnicas electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), PCR y andlisis
de restriccion con endonucleasa (PCR-REA).

La data molecular de varias técnicas a nuestra disposicion aumentara la
precision de la identificacion de especies de Malassezia aisladas de la
poblacién normal y de pacientes con diferentes condiciones de la piel
asociadas con el género.

La identificacion de los aislamientos de Malassezia hasta el nivel de especies
en el laboratorio no es de valor diagnéstico en enfermedades de la piel por el
hecho que algunas ‘de las especies pueden aislarse de piel sana. Sin
embargo es de gran interés saber cuales especies estdn verdaderamente
asociadas con las enfermedades bajo estudio y para determinar si el espectro
antimicético varia con el diagnéstico clinico, sitio en el cuerpo, origen étnico
de la poblacién, clima, etc.

Ahora es posible dar una identificacién precisa a los aislamientos obtenidos
en estudios experimentales. Mientras que en los primeros afios, las
investigaciones realizadas se describian bajo el paraguas de Malassezia
furfur o Pityrosporum ovale, hoy se publican reportes con las especies
exactas, igualmente con los rangos de sensibilidad a varias drogas
antifungicas en donde se realiza este tipo de investigaciones (65-61).

E. ESTUDIO BIOLOGICO

Después de investigar y experimentar las dificultades que presenta el género
Malassezia en su aislamiento, identificacion y mantenimiento utilizando los
meétodos anteriormente sefialados, somos de la opinién de que es importante
profundizar sobre el comportamiento fisiolégico de este género.

Al revisar el estudio realizado por Mayser y col (83) y relacionado con ‘la
utilizacién de lipidos neutros por parte de las diferentes especies de
Malassezia nos percatamos de que poco se sabe sobre su metabolismo y
requerimientos nutricionales. En dicho estudio se compara su
comportamiento frente al aceite de oliva y aceite de soya obteniéndose
resultados que sefialan que todas las especies producen una gran cantidad
de acidos grasos a diferencia de M. furfur la cual refleja un aumento muy leve
de los mismos. Sin embargo todas las especies crecen en dichos sustratos.
Iguaimente sefialamos los articulos que se refieren a la identificacién de las
especies mediante hidrélisis de los tween (58) y Cremophor El (55) donde se
evidencia nuevamente ese comportamiento por parte de M.furfur.
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CAPITULO 1lI
A.MATERIALES Y METODOS

Muestra

El estudio se realiz6 durante el periodo comprendido entre enero de 2003 -
noviembre del 2004 con la informacién que generaron los pacientes que
llegaron al Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina,
referidos por el médico, en busca del diagnéstico de laboratorio confirmatorio
a la sospecha clinica de pitiriasis versicolor y los individuos clinicamente
sanos (sin ninguna dermatosis). A estos Ultimos se les solicité su anuencia
para participar en el estudio solo aportando su flora normal sin ningdn
procedimiento agresivo, ni invasivo al cuerpo.)

Equipos
Microscopio, camara de siembra bacteriol6gica, incinerador bacteriol6gico,
incubadora regulada a 32° C, vortex.

Medios de Cultivo y Pruebas
Para el cultivo primario se utiliz6 el medio de Dixon modificado, cuyos
componentes aparecen en el cuadro a continuacién, y el cual fue propuesto
por Guého E, y Midgley G. (54)

Medio de Dixon modificado

Extracto de malta 3.6%
Peptona micolégica 0.6%

Ox bilis desecada (Oxoid) 2%

Tween 40 1%

Glicerol 0.2%
Acido oléico 0.2%

Agar 1.2%
Cloranfenicol 0.5%
Cicloheximida 1g/L1

Ajustar el Ph a 6.0
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Cultivos de Malassezia en agar de Dixon modificado

Se realiz6 la prueba de catalasa para lo cual fue necesaria la utilizaciéon de
peréxido de hidrégeno a 10 volimenes

Peroxido de
hidrogeno

Tambiéen fue utilizado el medio de bilis esculina para realizar la prueba de
desdoblamiento de la esculina, la cual esta basada en la capacidad de ciertos
microorganismos de hidrolizar la esculina en presencia de bilis al 4 %
produciendo glucosa y esculetina, que se visualiza en un medio con una sal
de hierro, por formacién de un complejo marrén oscuro.

El medio de bilis esculina esta formado por 5g de peptona, 3 g de extracto de
carne, 40 g de bilis de buey, 1 g de esculina, 0.5 g de citrato férrico, 15 g de
agar, para completar con 1 litro de agua destilada.
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Medio de bilis esculina

Se utilizé los ésteres de sorbitana y de polioxietileno que reciben el nombre
de polisorbatos conocidos comercialmente como tween: asi monolaurato de
sorbitana y polioxietileno o polisorbato 20 (tween 20), monopalmitato de
sorbitana y polioxietileno o polisorbato 40 (tween 40), monooleato de
sorbitana y polioxietileno o polisorbato 80 (tween 80), Chremophor EL o
agente emulsificante poliéter de aceite castor y 6xido de etileno y por ultimo
se afiadid el aceite castor puro.

Reactivos de Tween

Coleccion de las muestras

Las muestras procedian de dos fuentes: las que fueron tomadas por el
meédico y las tomadas por nosotros, en muchos de los casos el médico apoyé
el diagnostico clinico utilizando lampara de Wood.

Las zonas muestreadas fueron térax, abdomen, espalda, cara, barba, cuello,
brazos, piernas y dispersa en todo el cuerpo a la que denominamos como
generalizada. (Anexo AB1 a AB6).

Se completdé un formulario (Anexo AA14) y para la toma de muestra
procedimos con lo siguiente:
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A los pacientes con sospecha de la enfermedad se realizé limpieza previa de
la zona afectada, con alcohol al 70% y raspado de las escamas con un bisturi
o porta objetos limpios, guardandolas entre dos porta objetos o platos petri
pequenos por no mas de 48 horas, hasta el momento de la siembra.

A las personas de piel sana se les froté indistintamente un hisopo estéril en la
frente y hombros.

A las muestras sospechosas se les realiz6 examen directo y cultivo, no asi a
las de piel sana, a las cuales se les hizo solo el cultivo.

La informacién generada de las variables consideradas tanto de los datos
clinicos del paciente como de las observaciones de laboratorio y los
resultados se registraron en un cuadro (Anexo AA15).

Metodologia
Examen directo

Para los examenes directos se utiliz6 cinta adhesiva transparente (foto de la
izquierda) la cual se aplicé sobre las lesiones y fueron observadas bajo el
microscopio con la tincién de azul de lactofenol o azul de algodén(foto de la
derecha)

Técnica de la cinta adhesiva para Examen directo con azul de algodén
el examen directo de M. furfur en aumento de 40x.

Cultivos

Los cultivos se realizaron sembrando el material en platos de agar de Dixon
modificado (Anexo AAS), los cuales fueron incubados a 32° C, temperatura
Optima para todas las especies y colocados en bolsas plasticas para evitar
desecacion, por un periodo de dos semanas. El crecimiento de las colonias



28

fue revisado diariamente, observandose cuidadosamente con una lupa. Se
aplico la tincién de azul de lactofenol para la observaciéon microscépica de las
levaduras de las colonias. Se confirmé la caracteristica lipido dependiente de
Malassezia, haciendo pases de las levaduras al medio de Sabouraud y
colocando a 32° C, comprobando con esto que si se obtenia algun
crecimiento, se trataba entonces de M. pachydermatis, que es la Unica no
lipido dependiente.

X
Aislamientos en medio Dixon; obsérvese las colonias

Una vez obtenido el primer aislamiento, se hacian pases a otro plato de agar
Dixon para obtener cultivos frescos y asi realizar las pruebas bioquimicas, de
igual forma manteniamos las cepas en caldo Dixon a 32°C para cualquier
eventualidad y posteriormente terminado el estudio procedimos a conservar
nuestra coleccion en crioviales con leche descremada a temperatura de -

T0°C.
¢ W

I L3 1 L}

- s . -
i N e . ]

Cepas de Malassezia en el caldo Dixon

Identificacion:

Los crecimientos obtenidos fueron clasificados de acuerdo a especies
utilizando la prueba de catalasa: aplicando una gota de peroxido de
hidrogeno de 10 volimenes a una porcion del cultivo colocado sobre un
portaobjeto, o directamente sobre el plato de cultivo. La producciéon de
burbujas de gas indicé una reaccion positiva. Esta prueba fue aplicada a
todas las especies encontradas resultando positiva a todas, comprobamos
asi que no obtuvimos ningun aislamiento de M. restricta la cual es catalasa
negativa.
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et v e -
Prueba de catalasa positiva

Igualmente realizamos la prueba de desdoblamiento de la esculina
sembrando la levadura directamente en el medio.

Positiva

Negativa

Prueba de esculina

Fueron aplicadas también las otras pruebas sefialadas en el cuadro que para
tal fin estableci6 Guillot y col. (57) basado en la utilizacién de los tween (20,
40, 80) complementado por el uso de Cremophor EL, agente emulsificante:
poliether de aceite castor y 6xido de etileno; éste Ultimo sugerido en un
estudio por Mayser y col (83). En esta parte aportamos una modificacién al
protocolo siguiendo la sugerencia del Dr. V. Crespo agregando la prueba de
aceite castor puro ya que al inicio del estudio cuando trabajabamos con el
Cremophor EL nos percatamos de que a pesar de que las reacciones de
catalasa, bilis esculina y tween evidenciaban que se trataba de M. furfur,
ésta no crecia o lo hacia en forma inhibida en el Cremophor EL a los 7 dias.
Por esta razon fue incluido el aceite castor puro, el cual es el ingrediente
base del Cremophor EL.

Para esta prueba de asimilacién de los tween, utilizamos un procedimiento
que modifica un poco lo sugerido en los trabajos antes mencionados pero
similar al propuesto por Gupta Ay col. (60): se preparé una suspension de la
levadura en estudio en 2 ml. de salina normal estéril (0.85%) hasta llevaria a
una concentracién de aproximadamente 10 5 ufc ml-1, teniendo como
referencia el Standard de McFarland. Aqui observamos que algunas cepas
presentaban dificultad para disolverse debido a la apariencia seca que tenian
algunas colonias. Se mezclé en un vortex para homogenizar.
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Tubos con la suspensién de levadura

Se dividi6 un plato de agar Mycosel en cuatro secciones, haciendo cuatro
hoyos separados de 2 mm aproximadamente de diametro, inoculamos con
un hisopo estéril alrededor de la superficie de cada hoyo y llenamos con
cuatro gotas de los compuestos de tween (20,40,80) y aceite castor
respectivamente. Los platos fueron incubados a 32 ° C por 7 dias en bolsa
plasticas para obtener ambiente himedo y evitar resequedad. Al cabo de
dicho periodo se evalu6 la utilizaciéon de dichos compuestos por parte de las
levaduras observando el grado de crecimiento alrededor de los hoyos. Para
esta prueba utilizamos un control negativo (sin tween) sembrado solo con una
de las levaduras estudiadas (M. furfur) y otro con Candida + tween, para
comprobar que utiliza estos compuestos.

;
Afadiendo los tween en los hoyos del plato.

Pasando el hi50pocon la sUspensién sobre el
Plato de Mycosel.
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Control negativo por tween.

Tipo de estudio realizado:

Realizamos un estudio de Casos y controles, teniendo como universo un total
de 300 personas, las cuales fueron distribuidas asi: 150 pacientes que
padecen de pitiriasis versicolor (PV) y 150 controles sanos, es decir sin
padecimiento evidente de la infeccion.

Se elaboré un formulario (Anexo AA14) para recopilar la informacién
procedente de los pacientes y un cuadro con las diferentes variables
consideradas en el estudio (Anexo AA15).

El analisis epidemiolégico se realiz6 mediante el programa Epi info version
3.2.2 del 14 de abril de 2004 y el estadistico aplicando chi cuadrado.
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CAPITULO IV

B. RESULTADOS

Examenes directos y cultivos:

Hemos podido observar que las formas ovaladas y redondas del
microorganismo sufren alguna variacion en el medio de cultivo especial o
bajo condiciones especiales del mismo, estas formas se presentaron en casi
todas las especies aisladas a excepcién de M. globosa (Anexo AB7 y AB8).

En algunos examenes directos observabamos levaduras de formas y
tamafios diferentes, al cultivo y pruebas fisiolégicas, éstas resultaban ser de
una misma especie (Anexo AB9 y AB10).

En ofros casos a pesar de ver en el examen directo formas similares con
variaciones en tamario, al cultivo resultaban ser especies diferentes. (Anexo
AB11yAB12)

Otras veces era muy evidente que habia dos especies diferentes visualizadas
tanto en el examen directo como en las colonias del cultivo por lo que era
necesario separar las mismas haciendo repique en platos de agar Dixon
quedando confirmado al realizar la bateria de pruebas sugeridas. (Anexo
AB13 y AB14).

Pudimos observar en los examenes directos realizados de las muestras de
pacientes con PV, que todas las especies obtenidas eran capaces de formar
filamentos o seudohifas, no siendo esta propiedad, exclusiva de M. furfur, M
globosa y M. obtusa como sefialan algunos autores, (Anexo AB15 y AB16)

También observamos la presencia solamente de levaduras en el examen
directo, en M. slooffiae (Anexo AB18)

Siguiendo los parametros de temperatura y humedad establecidos en el
protocolo, la recuperacion del microorganismo de las lesiones de PV se
obtuvo en un periodo comprendido entre las dos semanas y en las personas
sanas no tardaba mas de 7 dias.

Una vez aisladas las levaduras en el agar Dixon, se les realizé la tincion de
azul de algodén para corroborar la morfologia ya que ofras levaduras tal
como las del género Candida pueden crecer en este medio. De hecho
aislamos en varias ocasiones Candida famata en piel de las personas que
sirvieron como control. (Anexo AB19).

Algunos aislamientos los obtuvimos puros tal como observamos en anexos
AB20, AB21y AB22 y otros con mezcla de dos levaduras del género
Malassezia como sefialamos anteriormente.
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Se hicieron preparaciones en azul de algodén para observar las morfologias
obtenidas de los cultivos. (Anexos AB23, AB24 y AB25)

La prueba de catalasa fue realizada a todas las levaduras resultando positiva
para todas las especies encotradas, comprobamos asi que no obtuvimos
ningun aislamiento de M. restricta la cual es catalasa negativa

Al preparar |a suspensién con solucién salina para llevar a cabo la prueba de
asimilacion de tween, observamos que algunas colonias presentaban
dificultad para disolverse debido a la apariencia seca que tenian, esto lo
observamos principalmente con M. globosa y M. furfur.

El haber reemplazado el aceite castor puro por el Cremophor El nos permitié
la identificacion de M. furfur a los 7 dias, ya que a pesar de ser este Ultimo un
compuesto que posee aceite castor notamos una inhibicién con el mismo.
(Anexo AB27)

La humedad proporcionada por la incubacién de los platos a 32 °C en bolsas
plasticas permiti6 obtener resultados de las pruebas de tween en el tiempo
estipulado.

Para esta prueba utilizamos un control negativo (sin tween) sembrado con
una de las levaduras estudiadas (M. furfur) y otro con Candida + tween para
comprobar la utilizacion de estos compuestos por parte de esta ultima.
(Anexos AB26 y AB28).

En las fotografias AB28 y AB29 observamos la identificacion de M.furfur y M.
sympodialis respectivamente mediante la prueba de asimilacion del tween.
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F 1. Casos de PV y controles (sin patologia) segun sexo

150
100
50
0 '
PACIENTES . CONTROLES
| = === = = | = = + —
OFEMENINO O 87 _

@ MASCULINO 76 e

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

Figura. Sefialamos que de 150 pacientes positivos o que presentaron la pitiriasis versicolor,
74(49.3%) fueron del sexo femenino y 76 (50.70%) del masculino.

Del mismo modo se representan 150 controles o individuos sanos, los cuales se
distribuyeron asi: 87(58 %) del femenino y 63(42 %) del masculino.
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F 2. Distribucion de los cultivos en pacientes con PV

NEGATIVOS
28%

POSITIVOS
72%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

La figura 2 nos indica que de los 150 pacientes de ambos sexos estudiados y que
manifestaban la infeccion, hubo una recuperacién del microorganismo buscado de 108 (72%)
cultivos y solo 42 (28%) no fue recuperado.

;.tmvznsmﬁ_n DE PANAMA
BIBLI OTEcA
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F 3. Recuperaciéon de Malassezia spp en la muestra estudiada por
grupo etario

RECUPERACION DE MALASSEZIA SPP EN LA MUESTRA ESTUDIADA POR GRUPO ETARIO

200
150
100
50
0
<=14 15-49 >=50
|mCULTVOS PV 31 100 19
{0 CLLTIVOS POSITVOS | Bz 73 _ 11 |

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

La figura 3 nos permite observar como se distribuy6 por edad nuestra poblacién estudiada
de acuerdo a tres grupos, ademés nos informa la gréfica sobre la recuperacion del
microorganismo asi: en el grupo menor o igual a 14 afios, de un total de 31 casos, hubo 24
(16%) cultivos recuperados, del grupo entre 15 y 49 afios, de 100, hubo 73 (48.67%)
recuperados y del mayor o igual a 50 afios con 19 casos, 11(7.33%) fueron recuperados.
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F 4. Frecuencia de positividad por Malassezia spp segun grupo etario
en pacientes con PV

FRECUENCIA POR MALASSEZIA SPP SEGUN GRUPO ETARIO EN PACIENTES CON PV

150
130

110
90
70
50
30
10

-10

<=14 1549 >=
m POSITIVO 24 73 l 1 ]
[ONEGATVO| 7 . . I 8

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

La figura 4 relacionada con la gréfica anterior vemos que del grupo < 14 afios obtenemos en
24 cultivos positivos una frecuencia de 77.41%, en 15-49 afios en 73 cultivos la frecuencia
corresponde a 73%, y del grupo > 50 afios con 11 cultivos recuperados la frecuencia
equivale a 57.89%.
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F 5. Recuperacion de Malassezia spp en la muestra estudiada por sexo

CASOS PV CULTIVOS POSITIVOS
FEMENINO FEMENINO
49,3% 34%

MASCULINO MASCULINO
50,7% 38%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

En la figura 5 tenemos que de los 74 casos femeninos que equivale a 49.30% se obtuvo 51
(34.0%) cultivos positivos y de los 76 masculinos 6 50.70 %, se recuperé 57 (38.0%)
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F 6. Frecuencia de positividad por Malassezia spp segun sexo en
pacientes con PV

FRECUENCIA DE POSITIVIDAD POR MALASSEZIA SPP SEGUN
SEXO EN PACIENTES CON PV

FEMENINO MASCULINO |
'WPOSTVO | 51 ‘ 57 '
[ONEGATNVO | 2 ! 19

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

La figura 6 esté relacionada con la figura anterior, en los casos femeninos, la frecuencia de
los 51 cultivos recuperados equivale a 68.9% y en los 57 masculinos a 76 %.
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F 7. Constitucion de la muestra estudiada segun ocupacioén

No. CASOS
100
80
60
40
20
; - | . m N
| AMADECASA | ADMIN | DOCENTE | 'ESTUD | TRABDESAMUD | 0.PROF OTROS
=] 4 19 [ 86 1 10 B 14
E 15 | 10 [ 78 23 | 8 10

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

La figura 7 nos presenta una comparacion entre la poblacién positiva por pv y la de los
individuos sin patologia. Analizando el cuadro AA20 observamos que para los positivos por
pv hubo 4(2.7%) amas de casa, 19 (12.7%) con funcién administrativa, 6 (4%) docentes,
86(57.3%) estudiantes, 11(7.3%) trabajadores de salud positivos,otras profesiones 10(6.7%)
y otros (pre-escolares y personas que no realizaban ningtn oficio). Los negativos por pv se
distribuyeron asi: 15(10%) amas de casa, 10(6.7%) administrativos, 6(4%) docentes,
78(52%) estudiantes, 23(15.3%) trabajadores de salud, 8(5.3%) de otras profesiones y
10(6.7%) otros.
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F 8. Recuperaciéon de Malassezia spp en la muestra estudiada segiin
ocupacion

% DE RECUPERACION

100

80

60

40

20

0

| AMA DE CASA| ADMIN  DOCENTE | ESTUD :ITRAB. DE SALUD 0. PROF OTROS
PV 25 63.15 83.33 7325 63.63 90 78.57
[SIN Pymm| 86.66 80 | 6666 50 30.43 37.5 50

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

Relacionada con la anterior, la figura 8 nos sefiala la recuperacion de Malassezia spp en la
muestra estudiada es decir nos informa de los cultivos positivos por el agente Malassezia
spp obteniéndose asi el porcentaje de recuperacion. Para los casos de pv hubo 25% de
recuperacion en los cultivos de las amas de casas, 63.15 % en los administrativos, 83.33%
en los docentes, 73.25% en los estudiantes, 63.63 % en los trabajadores de salud, 90% otras
profesiones y 78.57% para otros.

En los negativos por pv observamos una recuperacién de 86.66% para los cultivos de las
amas de casa, 80% en los administrativos, 66.66% en los docentes, 50% en los estudiantes,
30.43 % en los trabajadores de salud, 37.50% en otras profesiones y 50% en otros.
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F 9. Frecuencia de aparicion de Malassezia spp en la muestra
estudiada segin ocupacién

0 % DE POSITIVIDAD POR OCUPACION

&0
50
40
30
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| | | |
| AMA DE CASA | ADMIN . DOCENTE | ESTUD TRAB.DE S&LUB 0.PROF | OTROS
V=) 082 | 11 462 583 648 | 833 10.18
SNV 171 1052 | 13 | 513 | 921 394 657

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

También muy relacionada con la fig 7, anotamos en la fig 9 la frecuencia en que aparecio
Malassezia spp en la muestra. Aqui en los positivos por pv obtenemos 0.92°% en las amas
de casa, 11.11% en los administrativos, 4.62% en los docentes, 58.3% en los estudiantes,
6.48% en los trabajadores de salud, 8.33% en otras profesiones y 10.18% en otros. Para los
negativos por pv tenemos que la frecuencia de aparicion de Malassezia en amas de casa es
de 17.10%, 10.52% en administrativos, 1.31% en los docentes, 51.31% en los estudiantes,
9.21% en los trabajadores de salud, 3.94% en otras profesiones y 6.57% en otros
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F 10. Distribucion de la PV por sitio anatémico segun sexo

30
25
20
15

10

Z . .

| TORAX | ABDOMEN | ESPADA | CARA | CUELLO BRAZOS | PERNA  |GENERALZADA
FEMEN N 23 5 3 25 1 4 1
MASC UL NG| 15 8 | 26 2 | 2z | 1 5 | 4 | 2

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

Varias fueron las zonas del cuerpo que encontramos relacionadas con la infeccién tal como
se representa en la fig 10, para ubicarlas mejor dividimos el drea del tronco en térax,
abdomen y espalda y obtuvimos 38 casos en térax, 23 del sexo femenino y 15 del masculino,
14 en abdomen, 5 para el sexo femenino y 9 para el masculino, 49 en espalda,23 en sexo
femenino y 26 en el masculino, el drea de la cabeza la dividimos en cara, cuello y barba,
obteniendo en cara 47 casos distribuidos en 25 femeninos y 22 masculinos,7 en cuello asi: 5
femeninos y 2 masculinos, 3 en barba, 2 del sexo femenino y 1 del masculino, 36 en brazos
11 para el sexo femenino y 25 para el masculino, las extremidades se dividieron en pierna y
brazos y se obtuvo en piernas 8 casos, 4 para cada sexo y 3 en forma generalizada es decir
en muchas partes del cuerpo, haciendo un total de 205 zonas anatémicas afectadas. (ver
cuadros en anexos AA 22,AA 23, AA 24, AA 25)



F11. Distribucion de pitiriasis versicolor y Malassezia spp por sitio
anatémico

100

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

Figura 11: comparamos aqui la infeccién en 205 sitios anatémicos con los 146 aislamientos
de Malassezia spp obtenidos. Asi: de 38 casos de PV en térax se obtuvieron 27 aislamientos,
en abdomen 14 casos con 5 aislamientos, en espalda 49 casos corresponden a 38
aislamientos, en cara 47 casos con 37 aislamientos, cuello 7 casos con 6 aislamientos, en
barba 3 casos con 3 aislamientos, en los brazos se obtiene 36 casos con 22 aislamientos, en
piernas 8 casos con 5 aislamientos, en la generalizada 3 casos con 3 aislamientos. ( ver
cuadro en anexo AA 26)
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F12. Distribucién de PV por sitios anatémicos segin grupos etarios

DISTRIBUCION DE PV POR SITIOS ANATOMICOS SEGUN GRUPOS ETARIOS

CASOS PV

<=14 1549 >=50

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

En la figura 12 vemos que el grupo menor o igual a 14 afios presenté 47 casos de PV
(22.92%), en el grupo de 15 a 49 afios se present6 131 casos (63.90%) y en el grupo mayor
o igual a 50 afios fueron 27 casos (13.17%) (ver cuadro en anexo AA 27)



F13. Distribucién porcentual de especies de Malassezia en pacientes
con PV

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE ESPECIES DE MALASSEZIA EN PACIENTES CON PV

Mfurfur-Mslooffiae, 2.67%
Mfurfur, 42%

M. furfur-M.globosa, 0.67%

Mobtusa, 0.67%

Mslooffiae, 4 67%

M. slooffiae, 0.67%
— Msympodialis, 4.67%

M globosa, 5.33%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

En la figura 13, se representa en forma global cuantos aislamientos se obtuvieron. Asi 63
(42%) aislamientos de M.furfur, 8 (5.33%) de M.globosa, 8(5.33%) de M.slooffiae, 7(4.67%)
de M. sympodialis, 1 (0.67%) de M.obtusa, 4(2.67%) combinaciones de M.furfur-M.slooffiae,
3 (2%) de M.furfur-M.sympodialis, 1 (0.67%) de M.furfur-M.globosa y 13 (8.67%) de
Malassezia spp.
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F 14 Distribucién de los cultivos en controles sin patologia evidente

POSITIVOS, 50.66%

NEGATIVOS, 49.34%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

Un 50.66% de los sujetos sanos presentaban colonizacion por especies de Malassezia spp,
como se demuestra en la figura 14.
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F15. Distribucion porcentual de especies de Malassezia en controles
sin patologia evidente

M. furfur, 38%

M. furfur + M.
sympodiales, 0.67%

M. sympodialis,
6.67%

M. globosa, 4%

Malassezia SPP,
1.33%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

Figura 15. Aqui obtuvimos 57(38%) aislamientos de M.furfur, 10(6.67%) de M.sympodialis,
6(4%) de M.globosa, 2(1.33%) de Malassezia.spp y 1(0.67%) de la combinacién M.furfur-
M.sympodialis.
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F16. Distribucion de Malassezia spp en tronco de pacientes con PV

M. furfur 60%

Malassezia spp 16%

M. globosa 11.4% -. M. obtusa 1,42%

M. slooffiae 4,3%
M. sympodiaks 7,14%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

Figura 16. En tronco se identificaron: 16 aislamientos de M. furfur en térax, 4 en abdomen y
22 en espalda, haciendo un total de 42 (60%), 3 fueron los aislamientos de

M. globosa en torax, 1 en abdomen y 4 en espalda haciendo un total de

8(11.4 %), de M. sympodialis encontramos 2 en térax y 3 en espalda haciendo un total de
5(7.14%), de M. slooffiae, fueron 3(4.28%) en térax solamente, de M. obtusa fue 1(1.42%)
en térax solamente, para Malassezia spp fueron 2 en térax y 9 en espalda haciendo un total
de 11(15.71%). Refiriéndonos a la recuperacién en tronco vemos entonces que de un total
de 38 pv en ftorax. 27 cuftivos fueron recuperados, de 14 pv en abdomen hubo 5
recuperaciones y de 46 pv en espalda fueron 38 cultivos recuperados. El total de
recuperacion fue de 71.42%.(ver cuadros en anexos AA 30 y AA 31)
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F17. Distribucion de Malassezia spp en cabeza de pacientes con PV

M. furfur

Malassezia spp
4.4%

M. slooffiae
11,1%

M. sy mpodialis
I 8,9%
M. globosa
4.4%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

En la figura 17 y con relacién a la cabeza observamos a Malassezia furfur en primer lugar
con 26 aislamientos en cara, 2 en barba y 4 en cuello para hacer un total de 32 (71.11%), M.
slooffiae con 4 en cara y 1 en cuello, para un total de 5(11.11%), la M. sympodialis con 3
en cara,1 en cuello para un total de 4(8.88%), M globosa y Malassezia.spp con 2 de cada
una en cara o sea 4.44%. En cuanto a la recuperaciéon en cabeza vemos que de un total de
47 pv en cara, 37 fueron cultivos positivos, de 3 pv en barba se recuperaron 2 y de 7 pv en
cuello 6 fueron cultivos positivos. El total de recuperacién fue de 80.70%



F18. Distribucion de Malassezia spp en extremidades de pacientes con
PV

M. furfur
63,0%

Malassezia spp
11,1%

M. globosa M. sympodialis
11,1% 14,8%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

La figura 18 nos indica que habiendo dividido las extremidades en brazos y piemnas,
determinamos 13 cultivos de M. furfur en brazos y 4 en piernas para un total de 17 (62.96%,),
M. sympodialis 3 en brazos y 1 en piernas para un total de 4(14.81%), M.globosa con 3 en
cara solamente (11.11%), y Malassezia spp igualmente 3 en brazos solamente (11.11%).

La recuperacion se dio de la siguiente forma: de un total de 36 pv en brazos, 22 fueron
cultivos positivos y de 8 pv en piemnas, 5 fueron positivos. El total de recuperacién se dio en
un 61.36%.
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F19. Frecuencia de positividad por Malassezia spp en controles sin
patologia segun grupo etario

5 FRECUENCIA DE POSITIMDAD

10

0

ol <= 14 ANOS | 15A49ANOS | >=50 ANOS
| POSITWOED 40 51.45 51.35
NEGAT IVOS= 60 ! 48 54 48 64

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

En la figura 19, los 150 controles fueron divididos en tres grupos por edades, similar a los
pacientes con pv y se obtuvo que: de 10 personas del grupo menor o igual a 14 afios, en
4(40%) se obtuvo crecimiento por Malassezia; de 103 del grupo de 15 a 49 afios, se obtuvo
en 53(51.45%), y del grupo mayor o igual a 50 afios de 37se obtuvo crecimiento en
19(51.35%%)
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F20. Frecuencia de positividad por Malassezia spp en controles sin
patologia segin sexo

100%
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Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

En la figura 20: De los 150 controles o negativos por pv; 87 fueron del sexo femenino,
resultando cultivos paositivos 45(51.72%), de 63 controles del sexo masculino, 31(49.20%)

fueron positivos,
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F 21. Recuperacion del género Malassezia spp en pacientes con PV en
Relacién al tratamiento previo

Recuperacion de Malassezia spp.

Si NO TOTAL
Con tratam.
25 18 43
Sin tratam.
83 22 105
TOTALES
108 40 148

En el cuadro se indica que de los 150 pacientes con PV, 43 contestaron a la encuesta que
hablan recibido' algin tratamiento contra la infeccion obteniéndose de ellos 25 cultivos
positivos por Malassezia, de los 105 que contestaron no haber recibido tratamiento, se
obtuvo 83 cultivos positivos. Dos pacientes no contestaron al formulario.

Aplicando el anélisis de oportunidad de recuperacion tenemos:

a) Con tratamiento b) Sin tratamiento
= 25/148 x 100 =83/148 x 100
=16.89 % = 56.08 %

RR (riesgo relativo) = 56.08/16.89 = 3.32 veces la oportunidad de recuperar el agente en los
casos no tratados en comparacion con los tratados.

RA (riesgo atribuible) = 56.08 % - 16.89%

=39.19%
La oportunidad de recuperacion del agente en muesras de pacientes sin tratamiento es de
39.19 %.
Ahora bien: (39.19 %/ 56.08% x100 = 69.88 %.
Lo anterior equivale a decir que hay un 69.88 % veces la oportunidad de recuperar el agente
en casos no tratados en relacion al total de la muestra evaluada.
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F22. Sensibilidad del examen directo y cuitivo por Malassezia spp en

pacientes con PV
Examen Directo
Positivo Negativo Total
Positivo 136 14 150
PV Negativo 150

Sensibilidad del exame directo 136/150 x 100 = 90.66 %

Cultivo
Positivo Negativo Total
Positivo 108 42 150
PV Negativo 76 74 150

Sensibilidad del cultivo 108/150 x 100 = 72%

Reflejamos en estos cuadros que mientras que el examen directo de las muestras por pv
sefialan una sensibilidad de 90.66 %, el cultivo tuvo un rendimiento de recuperacién de
Malassezia spp. de 72%.
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F23. Sensibilidad del examen directo y cultivo por Malassezia spp en
pacientes con tratamiento.

Examen Directo

Positivo Negativo Total

Positivo 33 10 43
CON
TRATAMIENTO Negativo 105

Sensibilidad del examen directo: 33/43 x 100= 76.7%

Cultivo
Positivo Negativo Total
Positivo 25 18 43
CON
TRATAMIENTO Negativo 105

Sensibilidad del cultivo 25/43 x 100 = 58.1%

A pesar del tratamiento se obtuvo una sensibilidad de 76.7% en el examen directo y un
rendimiento de recuperacién de Malassezia spp de 58.1%
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F24. Morfologia del examen directo y respuesta al cultivo de las
muestras de pacientes con PV.

Directo Cultivo
N° % Positivo  Negativo
N°/% N°%
hyl 68 4533  46/67.64  22/32.35
Positivo L 63 42 45/71.42 18/28.57
h 5 333 3/60 2/40
Total 150 100  94/62.66  55/36.66
_Negativos 14 9.33 1714  13/92/85

hyl= bhifas y levaduras
| =  levaduras
h= hifas

El cuadro nos informa sobre las diferentes formas como se presenté el género Malassezia
al examen directo en los 150 pacientes que padecian de pitiriasis versicolor. Asl vemos que
de 150, 68 representaron hifas y levaduras, 63 solo levaduras y 5 solamente en forma de
hifas.
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F25 ;-'osltlvldad de Malassezia spp segun sexo en pacientes con PV
(Chi %)

Femenino Masculino Total

Casos + 51 57 108
Malassezia _ 23 19 42
74 76 150

Chi? = 0.69< 3.841 para X? p 0.95 Grados de libertad
Ver fig. 5

F26 Casos de individuos con Malassezia spp diagnosticados en cultivo
previa evaluacién por PV (Chi?) ‘

Cultivos por Malassezia spp‘

Positivo Negativo Total

Positivo 108 42 150

PV 76 74 150
Negativo

' 184 116 300

Chi? =14.39 >3.841 para X ?p 0.95
Ver Fig.2
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F27 Casos de Malassezia spp de acuerdo a previa evaluacién clinica
por PV Chi?

Malassezia spp
Positivo Negativo Total
£ 95 55 150
PV . 76 74 150
171 129 300

Chi? =4.9>3.841 para X2p0.95

Ver figuras 13y 15

F 28 Prevalencia de Malassezia spp en individuos con y sin patologia
menores de 14 afios.

Malassezia spp
Diagnéstico Positivo Negativo Total
de Positivo 24 28
PV Negativo 7 ) 13
Total 31 1g 41

Chi?=489>3.841 paraX? p0.95

Ver figuras 4 y 19




F 29 Prevalencia de Malassezia spp en individuos con y sin patologia

de.15 - 49 afios.
Cultivo por Malassezia spp
Diagnéstico Positivo Negativo Total
de Positivo 73 27 100
PV Negativo 53 50 103
Total 126 77 203
Chi 2 =10.00 > 3.841 para X? p 0.95

Ver figuras 4y 19°

F 30 Prevalencia de Malassezia spp en individuos con y sin patologia

mayores de 50 afios.
Cultivo por Malassezia spp

Diagnéstico Positivo Negativo Total
de Positivo

11 8 19
PV Negativo

19 18 37
Total 30

26 56

Chi? = 0.21609 < 3.841 para X? p 0.95

Ver figuras 4y 19



61

C. DISCUSION

Desde el trabajo publicado por Guého y col (54) en donde se sientan las
bases para la reclasificacion de las especies de Malassezia mediante
metodologfa bioquimica y molecular, se han realizado estudios en Francia
(56-57-58), Esparia (4-28-29-30), Jap6n (129-130), Iran (132), Canada (60),
Argentina (24) y Méjico (68), que se refieren a la epidemiologia de este
género, al cultivo e identificacién de especies y a su asociacion como agente
etiolégico en patologia humana.

La falta de estandarizacion de las preparaciones antigénicas en estudios
inmunol6gicos ha sido una gran limitacibn en este campo tanto para el
estudio de Malassezia como para el resto de los hongos (3)

Algunas publicaciones de la region latinoamericana mencionan el examen
directo como Unico parametro de confirmacion del género. Este es el caso de
los estudios realizados en Republica Dominicana (1) (72) (73), consideramos
que éste no debe ser el Unico parametro para tal fin, sino servimos de ayuda
en el diagnéstico ya que las formas ovaladas y redondas que presenta la
levadura, pueden sufrir variacion debido al medio de cuiltivo y a las
condiciones de incubacién que requieren.

Las dos morfologias antes mencionadas son presentadas por casi todas las
especies estudiadas a excepcion de M.globosa que es siempre redonda y
estable, caracteristica confirmada en éste trabajo, compartiendo asi la
opinién de Crespo E V y col (30). A este respecto dicho grupo considera que
el examen directo sugiere la especie cuando se trata de M. globosa. Lo que
puede aplicarse a las regiones que como la del estudio (Malaga, Esparia)
revelan que es la mas frecuente, no siendo este concepto aplicable a las
demas regiones.

Queriendo reproducir la experiencia de otros investigadores con relacion al
uso de la tinta parker azul+KOH al 20 % para el examen directo, no pudimos
implementar su uso. Esto se debi6 a que en Panam4, la formula comercial
de Ia tinta no es equivalente. E! producto que se comercializa en este lugar
produce un cambio de coloracién (de azul a puarpura)-al mezclarse con el
KOH, lo que dificulta la observacién microscépica. Por tal razén preferimos el
azul de lactofenol con el cual hemos tenido muy buena experiencia,
obteniendo preparaciones humedas claras y perdurables por algin tiempo.

El examen directo de los pacientes con pitiriasis versicolor presenté tres
variantes tal como se presenta en el cuadro 31. la presencia de hifas y
levaduras en 45.33%, levaduras solas en 42% e hifas solas en 3.33%.
Presentacion similar informa el grupo argentmo (24) que reporta un 24.3% de
muestras donde se encontré levaduras sin filamentos. Contrario a esto,
sefiala Crespo E.V y col (29), la presentacion de levaduras y filamentos en
todos los casos y un solo caso de PV facial con células ovoideas y globosas.
Con relacion a la presencia de levaduras solas, nuestra informacion coincide
con el trabajo de Gupta y col (63) en Canadd donde mencionan la
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observacion de paquetes densamente compactos de levaduras, a la que
Hlamaron presentacién atipica de PV.

En relacién a los cultivos recuperados de los exdmenes directos arriba
mencionados tenemos que en relacion a hifas y levaduras obtuvimos 67.64%
cultivos positivos, de levaduras solas 71.42% y de hifas solas 60%.

Hemos confirmado también que la habilidad de formar filamentos o
seudohifas no esta confinada a M.furfur, M.globosa y M.obtusa como sefialé
Gueho, Midgley en 1996 (54), ya que las hemos observado también en
M.sympodialis y M.slooffiae

En forma general se obtuvo una buena sensibilidad tanto en el examen
directo (90.66%) como en el cultivo (72%) de las muestras de los pacientes
con lesiones (Figura 22), a pesar de las situaciones que se presentaron
durante el estudio, tales como temperatura; tiempo transcurrido entre la toma
de la muestra y el cultivo; problemas de contaminacion de los mismos y el
hecho de que algunos pacientes habian tomado tratamiento en algun
momento. Sin embargo podemos sefialar que si analizamos solamente a
estos ultimos pacientes dicha sensibilidad varia obteniéndose 76.7% para el
examen directo y 58.1 % para el cultivo tal como lo anotamos en la figura 23.

No fue incluido un medio especial para obtener fase micelial de Malassezia,
por tanto trabajamos solamente con la forma levaduriforme recuperada en el
medio con agar Dixon. En el caldo de Dixon a temperatura de 32° C
comprobamos .que las levaduras de este género se mantienen vivas por
varios meses y algunas hasta por un afio. Sin embargo implementamos su
conservacion en leche descremada a -70°C lo que nos permite su viabilidad
por perfodos mas largos (27).

Para la identificacion de las especies recuperadas nos basamos en el cuadro
presentado por Guého E, Boekhout y col. (55) en 1998 (Anexo AA6).

Desde los afios 60 cientificos como Shifrine y Marr estudiaron en detalle el
requerimiento de lipidos para el crecimiento de Malassezia y demostraron la
inhabilidad del microorganismo para formar cadenas largas de acidos grasos
debido a un bloqueo en la sintesis del acido miristico requiriendo la adicién
de acidos grasos preformados en los medios de cultivo (119).

Iniciado el estudio, adicionamos el Cremophor EL como prueba fisiologica
junto a los tween 20, 40 y 80, pero tuvimos que hacer modificaciones porque
a pesar de que las reacciones de catalasa, esculina y tween evidenciaban
que se trataba de M.furfur, ésta no crecia o lo hacia en forma inhibida en
Cremophor EL a los 7 dias. Percatandonos de que el Cremophor EL es un
agente emulsificante constituido por polyether de aceite castor y 6xido de
etileno, reemplazamos este producto por el aceite de castor puro, verificando
antes el comportamiento de M. furfur con los dos compuestos. Realizamos la
prueba a varias cepas de M. furfur y pudimos comprobar que las mismas
lograban crecer mejor con el aceite de castor puro. Este hallazgo nos hace
pensar que el oxido de etileno actia como' un inhibidor para esta especie.
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Una situacion similar se dio en el trabajo realizado y publicado por el grupo
de Crespo M.J y col (26), en donde solo utilizan Chremophor EL y concluyen
que se trata de cepas de M. furfur atipicas que no lo asimilan. Al respecto
recomendamos el uso de aceite de castor puro en diagnéstico y futuras
investigaciones.

Pocos trabajos se han realizado relacionados con la utilizacion de lipidos por
parte de Malassezia, (84), creo que la utilizacion de tecnologia de
cromatografia de gases para &cidos grasos, entre ofras nos ayudaria a
conocer mejor el comportamiento de las diferentes especies.

Haciendo el analisis relacionado con la positividad de Malassezia spp segun
sexo en pacuentes con PV tenemos que no es estadisticamente significativo
dado para Chi’= 0.69< 3.841 para X* p 0.95, ver fig.25.

Del total de pacientes con PV se obtuvo un total de 108 cultivos positivos
equivalente a un 72% (figura 2), la diferencia entre los casos de Malassezia
spp en individuos diagnosticados por cultivo posmvos por PV y los negativos
por PV es estadisticamente significativa dado que Chi? =14.39 >3.841 para

X 2 p 0.95, ver fig 26. En el 28 % de pacientes clinicamente positivos, con
examenes directos positivos no se pudo aislar el hongo debido a que era
imposible la recuperacion del cultivo después de 2 dias de haberse tomado la
muestra. La siembra paralela en el caldo y en el plato de agar de Dixon al
cabo de 2 dias nos permiti6 la recuperacion del microorganismo.

La recuperacion de la levadura se hacia dificil cuando las escamas de piel se
contaminaban con Penicillium spp y cuando algunos pacientes estaban bajo
tratamiento o habian tomado tratamiento en algin momento de la infeccién.

Resulté estadisticamente significativa la diferencia entre los paclentes
positivos por Malassez:a spp previa evaluacion clinica por pv ya que Chi ? =
4.9 >3.841 para X %p 0.95, ver fig 27.

Es significativo que hayamos encontrado 31 casos en el grupo menor de 14
afios, lo que nos permite hacer la comparacion con otros estudios (128-131)
en donde se indica que la PV no es comun en nifios de regiones de clima
templado

La diferencia entre las dos poblaciones,Malassezia positivo y negativo en
pacientes previamente evaluados por pv es estadistlcamente significativa
para grupo etario de 14 afios ya que Chi? = 4.89 > 3.841 para X? p 0.95, ver
fig 28. Se observa ademas que en cultivo se logra recuperar el 85.71 % de
los microorganismos previstos en la exploracion fisica. Igualmente en el
53.84 % de los casos pv negativos se recuper6 el microorganismo en cultivo
y 46.15 % negativos por pv resultaron negativos al cultivo.

De nuestros fres grupos de edad; en el de 15-49 afios, encontramos el mayor
numero de casos de PV (100) e igualmente la mayor recuperacién de
Malassezia spp (fig 3).



La prevalencia de Malassezia spp en individuos evaluados por pv en el grupo
de 15- 49 afios resulté estadisticamente significativa dado que Chi ? =10.00
> 3.841 para X2 p 0.95. Ver fig.29.

En cuanto a la prevalencia de Malassezia spp en individuos evaluados por
pv, en mayores de 50 afios no es estadisticamente significativamente la
diferencia encontrada ya que Chi? = 0.21609 < 3.841 para X? p 0.95. ver fig.
30.

Se conoce que el padecimiento en adultos de mayor edad no es frecuente en
las regiones templadas, se cree que esto se debe a la reduccion en la
produccion del material graso que excretan las glandulas sebaceas y que
ocurre con el paso de los afios. Sin embargo los ancianos hospitalizados
pueden tener un mayor riesgo de desarrollar la infeccién, quizas por el hecho
de que estan inmunocomprometidos y hay mayor exposicion al calor y
sudoracion especialmente si sus ropas no son cambiadas a menudo y en
algunos casos la periodicidad del bafio puede estar reducida. En nuestro
grupo encontramos 19 casos entre los > a 50 afios y un caso de anciano de
81 afios donde la PV era generalizada y no estaba hospitalizado.

No hay datos recientes que expliquen la pérdida de pigmento en la PV,
tradicionalmente se ha atribuido a una anomalia en el nimero y distribucién
de los melanosomas, a la peroxidacién de lipidos, y a una inhibicién de la
produccién de melanina por melanocitos debido a que la produccién de
acidos dicarboxilicos y acido azelaico por Malassezia inhiben in vitro la
actividad de la tirosinasa, enzima clave en la produccién de melanina (105-3-
96)

Con relacién a la frecuencia de los casos positivos por Malassezia spp,
segun la edad (fig 4) observamos una mayor frecuencia (77.41%) en el
grupo < 14 aflos y no por un gran margen el grupo de 15-49 aios (73%).

El grupo constituido por estudiantes donde mayormente se ubicé nuestra
poblacion con el padecimiento estaba conformado por jovenes en los cuales
los factores de gran actividad fisica, humedad producida por ia transpiracién y
el poco frecuente cambio de ropa diario, permiten la instalacion de la
infeccién.

En el parametro de la ocupacién y analizando toda la muestra (fig.8), vemos
que la recuperacion de Malassezia en los pacientes con PV es mayor que los
controles, sin embargo se puede sefialar que la obtencién de Malassezia en
forma saproéfita es alta y cercana a los de PV.

Revisando como se distribuyé la infeccion y el hongo en los 205 diferentes
sitios anatomicos representado en la figura 11, estos fueron en orden
descendente: espalda, cara, térax y brazos donde mayor y significativamente
encontramos habitando al microorganismo. En el resto de las dreas no
encontramos valores significativos a excepcion de la cara (Anexo BB3)
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Analizando como se distribuy6 la PV en estos sitios anatémicos de acuerdo
al sexo (fig10) tenemos que en conjunto en el tronco (térax, abdomen,
espalda) tanto de hombres como de mujeres hubo una igual distribucion y
fue el area que mas estuvo afectada. En espalda para ambos sexos
encontramos una distribucién bastante similar y serfa la mas afectada (49
casos. En el sexo femenino hubo una mayor afeccién en el térax (23 casos)
comparandolo con el sexo masculino, esto podriamos atribuirlo a que en la
mujer el tipo de vestimenta esta mas expuesta a los rayos solares en la parte
superior, al uso de cremas y aceites que se piensa aumenta la susceptibilidad
a la infeccién (64), también a la humedad debajo de los senos, el sostén, etc.
Para el analisis de la cabeza (cara, cuello y barba) para ambos sexos la
afeccion en cara (25 en el sexo femenino y 22 en el masculino) fue la mas
alta reiterando la exposicion al ambiente y la sudoracién. En cuanto al
analisis de las extremidades, los brazos en el sexo masculino fue la zona
mas afectada en comparacion al sexo femenino, atribuimos esto a la
actividad fisica lo que produce la sudoracién y la humedad conjuntamente
con el tipo de vestimenta utilizada que cubre estas zonas. En el resto de las
areas afectadas no encontramos valores significativos que mencionar.

En cuanto a las areas afectadas relacionadas a la edad tenemos que el grupo
de 15-49 afios con 100 personas afectadas, fue el que mas sitios anatémicos
afectados por PV tuvo 131(63.90%), seguido por el grupo < 14 afios con 47
(22.92%) y por ultimo el > 50 afios con 27 (13.17%) de un total de 205 sitios.
En los siguientes cuadros comparamos nuestros hallazgos con los publicados
por otros autores.



ESTUDIOS QUE REVELAN HALLAZGOS DE MALASSEZIA SPP EN PITIRIASIS

No se obtuvo aislamientos

VERSICOLOR.
Autor, aiio, M. furfur | M.globosa | M.sympodialis | M.slooffiae | M.obtusa | M.restricta
pals g
Crespo EV.1999 | 1.3% 84 % 39% 4% * *
Espaiia
Crespo E V 2000. * 97% 32% 7% * %*
Espafia
Nakabayashi, A. | 5% 55% 9% 5% * *
2000. Japén
Gupta A K.2001. | 10.8% 252% 59.4% * * #
Canada :
Gupta A K.2001. | 7.8% 17.6% 62.7% 7.8% 3.9% *
Canadd
Canteros CE 10.1% 18.3% 58.7% 0.9% 0.9% 0.9%
2003.Argentina
Hernandez H 13.3% 46.7% 26.7% * * 13.3% '
F.2003 Mejico
.| Tarazooie Bita. 25.3% 53.3% 9.3% 4% 8.1% *
2004.Irdn
Quinzada 42% 5.33% 4.67% 5.33% 0.67% *
M.2006.
Panama.
* No se obtuvo aislamientos
ESTUDIOS QUE REVELAN HALLAZGOS DE MALASSEZIA SPP EN PIEL SANA
Autor, afio, M. furfur | M.globosa | M.sympodialis | M.slooffiae | M.obtusa | M.restricta
pais
Crespo E 5% 91.7% 3.3%
V.1999 Espafla & o
CrespoEV 12% 42 % 5% * *
2000. Espafia
Nakabayashi, 3% 22 % 10 % * * #
A. 2000. Jap6n
Gupta A 113% 283 % 47.2% 7.5% * 57 %
K.2001. Canada
Herndndez H 48 % 23.8% 14.3 % 95% * 476 %
F.2003 Mejico
Tarazooie Bita. | 23.3 % 41.7 % 25 % 6.7 % * 33%
2004.Irdn
Quinzada 38 % 4% 6.67 % * * *
M.2006.
Panamé.
*
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Es importante.referirnos un poco a la presencia de Malassezia furfur tanto en
forma sapréfita como patégena. Sabemos que la superficie de la piel normal
se encuentra colonizada por flora principalmente bacteriana y fingica, la cual
desarrolla un papel importante en la proteccion y barrera cutanea. La funcién
de barrera de la piel se encuentra determinada por la interrelacién de la capa
cornea y la capa lipidica superficial los cuales determinan la permeabilidad
entre el medio interno y el medio extemo. La flora fungica se encuentra
representada por la familia de Malassezia que son organismos lipofilicos y se
encuentran colonizando areas sebaceas (117) Esta flora puede ser
modificada por diversos factores endégenos como la piel grasa, el exceso de
transpiracion o hiperhidrosis, la desnutricion y se especula que también
pueda deberse a una predisposicidn genética, para lo cual se necesita
realizar estudios que lo sustenten. Dentro de los factores exégenos que
favorecen la proliferacion de la levadura, el mas importante es el calor y la
humedad.

Por todo lo anteriormente expuesto debemos mencionar que se requieren
mas estudios que permitan el esclarecimiento de las causas que promueven
que la Malassezia que forma parte de la flora normal se convierta en

patogena.

Las especies que se asociaron a la zona del tronco fueron en el orden
M.furfur, M.globosa, M.sympodialis, M.slooffiae, M.obtusay Malassezia spp,
estas Ultimas se refieren a las cepas que no pudieron identificarse por
haberse muerto o contaminado durante los pases.

Para la distribucion de Malassezia spp en cabeza (fig 16) tenemos que
igualmente ocupa Malassezia furfur un primer lugar, seguido de M. slooffiae y
M. sympodialis.

En las extremidades (figura 18) el orden de las especies fue: M. furfur,
M.sympodialis y M.globosa.

En relacion a la piel sana nosotros encontramos (figura 14) que un 50.66% de
nuestros sujetos sanos presentaban colonizacion por especies de
Malassezia. No se observé diferencia con relacién al sexo (fig. 20) en estos
individuos, ya que obtuvimos una frecuencia de cultivos positivos de casi el
50 % en cada sexo.

Un punto de apoyo en la aparicién del microorganismo en la piel, es la
costumbre en zonas tropicales de aplicarse aceites vegetales que pueden
favorecer el crecimiento de Malassezia spp, dada su composicion de lipidos,
la oclusién que ocasionan y las alteraciones en el pH cutaneo (134)

Podemos afirmar que en algunos casos hubo coexistencia de dos especies
de Malassezia ya que la observacion de morfologias similares con
variaciones en tamaro sugeria la presencia de ellas en la misma muestra.
Esto fue corroborado con las pruebas bioquimicas y fisiolégicas. Es asi como
en 8 casos identificamos combinaciones de dos levaduras en los cultivos,
donde la constante era M.furfur. Las mismas fueron. 4 de M.furfur+M.



CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. De acuerdo a los datos obtenidos, de un total de 150 casos, en los
diferentes sitios afectados por pitiriasis versicolor (PV) (tronco, cabeza y
extremidades) Malassezia furfur es el principal agente causante de esta
enfermedad en Panama.

2. Desglosando las especies aisladas del total de 150 pacientes con PV
tenemos: Malassezia furfur 42%, M. globosa 5.33%, M. slooffiae 5.33%, M.
sympodialis 4.67%, M. obtusa 0.67%, combinaciones de M. furfur-M. slooffiae
2.67%, M. furfur-M.sympodialis 2%, M. furfur-M. globosa 0.67% y Malassezia
spp 8.67%.

3. De los sitios anatémicos investigados, el tronco fue el 4&rea mas afectada
tanto para hombres como para muijeres.

4. Para la poblacion sana, de un total de 150 controles, encontramos
Malassezia furfur 38%, M. sympodialis 6.67%, M. globosa 4%, Malassezia
spp 1.33% y combinacion M. furfur- M.sympodialis 0.67%.

5. Se observé una distribucion de pitiriasis versicolor similar entre los géneros
masculino y femenino.

6. El rango de edad en el cual encontramos el mayor nimero de casos de
pitiriasis versicolor (PV) fue entre 20 y 30 afios.

7. A diferencia de los hallazgos en otras latitudes de clima templado, en
Panama si se encontraron casos de PV en grupos menores de 14 afios con
una frecuencia de cultivo® positivos de 77.41 %.

8. Similar a lo anterior, en Panama se encontraron 19 casos de adultos
mayores de 50 afios y un caso de 81 afios con PV generalizada.
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RECOMENDACIONES

Proponemos el reemplazo del Cremophor EL por el aceite castor como
prueba de identificacion de las especies de Malassezia, debido a la inhibicién
de la M. furfur por el oxido de etileno contenido en el Cremophor EL.

Sugerimos la utilizacion del algoritmo que hemos elaborado para el
procesamiento de la muestra, cultivo e identificacion de las especies de
acuerdo al cuadro propuesto por Guého E. Boekhout y col (55).

Se debe realizar el estudio de la conversion de la fase de levadura a la fase
micelial de las especies obtenidas, esto nos permitira conocer mejor el
comportamiento de las mismas.

Proponemos la realizacion de estudios de sensibilidad, lo que nos permitira
confirmar las dudas sobre la recuperacion del microorganismo en pacientes
con tratamiento.
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Algoritmo Propuesto para realizar el diagnéstico de
Malassezia spp.

Muestra

Cinta adhesiva Raspado

[\

Examen Directo Cultivo en Agar Dixon
(Tincidn azul de lactofenol) (antes de 2 dias)

KOH 20%, etc) \

Observacioén Incubacién (32° C)
Microscopica 10x, 40x y humedad 2 semanas
Observacion morfolégica

macro y microscopica

l

Cultivo en Sabouraud 32°C

Bilis esculina

v

Asimilacion de tween
(20,40, 80 y aceite castor)
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AA1. SINONIMOS DE Malassezia furfur

]

Microsporum furfur, Robin 1853
Cryptococcus psoriasis, Rivolta 1883
Saccharomyces ovalis, Bizzozero 1884
Saccharomyces sphaericus,Bizzozero 1884
Saccharomyces capillitii,Oudemans & Peckelharing |
1885
Sporotrichum furfur,(Robin) Sacardo 1889
Malassezia furfur, (Robin) Baillon 1889
Oidium furfur, (Robin) Zopf 1890
Oidium subtile, Kotlar 1892
Pityrosporum malassezii, Sabouraud 1895
Microsporum tropica, Castellani 1905
Microsporum mansoni, Castellani 1905
Pityrosporum cantlieni, Castellani 1905
Mocrosporum macfadyeni, Castellani 1908
Dermatophyton malassezi, (Sabouraud) Doid 1910
Pityrosporum ovale,Castellani et Chalmers 1913
Malassezia tropica (Castellani) Schmitter 1923
Malassezia ovalis, (Bizzozero) Acton et Panja 1927
Cryptococcus malassezi,Benedek 1930
Monilia furfur, (Robin) Vullemin 1931
Torulopsis ovalis, (Bizzozero) Almeida 1933
Pityrosporum orbiculare, Gordon 1951
Pityrosporum furfur, (Robin) Emmons et al 1970.

5. Aspiroz MC y col Taxonomia Malassezia furfur, estado de la cuestion. Rev.Iberoam Micol.
1997; 14: 147-149,



AA2. ESPECIES DE MALASSEZIA SEGUN DODGE (1935)

Malassezia furfur, (Robin) Baillon, 1889
Microsporum furfur, Robin, 1853 '

Epidermophyton sp, Bazin, 1862

Sporotrichum (Microsporum) furfur, Saccardo, 1886
Oidium (Microsporon) furfur, Zopf, 1890

Oidium subtile, Kotliar, 1892

Monilia furfur, Vuillemin, 1931

Malassezia ovalis, (Bizzozero) Acton & Panja, 1927
Pityrosporum, Malassez, 1874

Saccharomyces ovalis, Bizzozero, 1884
Sacchaaromyces sphericus, Bizzozero, 1884
Saccharomyces capillitii, Oudemans & Peckelharing, 1885
Microsporum Malassezi, Baillon, 1889
Microsporum audouinii,Vuillemin, 1895
Microsporum Malassezi, Sabouraud, 1895
Pityrosporum ovale, Castellani & Chalmers, 1913
Cryptococcus ovalis, Vullemin

Cryptococcus capillitii, Vullemin

Cryptococcus Malassezi, Benedek, 1930
Torulopsis ovalis, Almeida, 1993 .
Pityrosporum cantliei, Castellani & Chalmers, 1913
Saccharomyces cantliei, Castellani, 1908

Malassezia Macfadyeni, Castellani, 1908

Microsporum Macfadyeni, Castellani, 1907
Trichophyton Macfadyeni, Castellani, 1908
Atrichophyton Macfadyeni, Castellani & Chalmers, 1919

Malassezia tropica, (Castellani) Schmitter, 1923
Microsporum tropicum, Castellani, 1905

Malassezia pachydermatis, (Weidman) Dodge, 1935
Pityrosporum pachydermatis, Weidman, 1925
Pityrosporum rhinoserosum, Sabouraud, 1934.

39. Dodge C, Fungus diseases of men and others mammals. Medical Mycology St.Louis Ed.
Mosby Company, 1935; 358-424.
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AA3. POSICION JERARQUICA ACTUAL DE LAS ESPECIES DE
MALASSEZIA

Divisién; Basidiomycota

Clase: Heterobasidiomycetes

Sub-clase: Ustilagomycetes

Orden: Filobasidiales

Familia: Cryptococcaceae

Género: Malassezia

Especies:

Malassezia furfur, (Robin) Baillon, 1889 (sin. Microsporum

furfur, Robin 1853: Pityrosporum ovale, Castellani et Chalmers (1913)
M. pachydermatis, (Weidman) Dodge 1935 (sin. Pityrosporum
pachydermatis, Weidman 1925: P. canis, Guftafson 1955)
M.sympodialis, Simmons et Guého 1990 (sin. Pityrosporum
ovale forma 3, Midgley 1989, Malassezia furfur serovar A,
Cunningham et al 1990.

M. globosa, Midgiey, Guého et Guillot 1996 (sin. Pityrosporum
orbiculare, Gordon 1951; Malassezia furfur serovar B, Cunningham
et al 1990; M. furfur sensu . Midgley 1993)

M. obtusa, Midgley, Guillot et Guého 1996 (sin.Pitrosporum ovale
Forma 2 y Malassezia ovalis forma 2. Midgley 1989)

M. restricta, Guého, Guillot et Midgley 1996 (sin. Malassezia
furfur serovar C. Cunningham et al 1990)

M. sloffiae, Guillot. Midgley et Guého 1996.(sin. Pityrosporum
ovale forma 1 y Malassezia ovalis forma 1, Midgley 1989)

58.Guillot J, Guého E et al. Identification of Malassezia species. A practical approach, J.
Mycol. Med. 1996, 6:103-110.

18.Boekhout T, et al Kariotyping of Malassezia yeasts;taxonomic and epidemiological
implications. Systematic and App. Microbiol, 1994; 17: 146-153.




AA4. CONSTITUCION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA Malassezia fufur

Neopeptona 100g
Bacto agar 18g/l
Glucosa /l
Glicerol monoesterato  2.5g/1
Tween 80 20miA
Aceite de oliva 20 miA
Después de esterilizado agregar:
Cloranfenicol 50mg/l
Gentamicina 100mg/l
Cicloheximida 0.5¢g/l
Acetona 2mi
Agua destilada 10 mi
Ajustar pH a 6.0.

45. Faegerman J, Bemnarder S, Micro-aerophilic and anaerobic growth of
Pityrosporum orbiculare. Sabourandia, 1981; 19:117-121

AAS. MEDIO DE DIXON MODIFICADO

Extracto de malta 3.6%

Peptona micologica 0.6%

Ox bilis desecada (Oxoid) 2%
1%

Tween 40

Glicerol 0.2%
Acido oléico 0.2%

Agar 1.2%
Cloranfenicol 0.5%
Cicloheximida 1g/L1

Ajustar el pH a 6.0

54.Guého E Midgley G et al.The genus Malassezia with description of four new species.
Antoine van Leewenhoek. 1996; 69. 337-355.

136. Vanbreuseghem R, De Vroey CH, et al Guida Practiqgué de Mycologie Medicale et
Veterinaire.Ed. Mason Paris. 1978; 234.
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AAG. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE MALASSEZIA.

m M M M. m M. M.
pachyder furfur sympodialis sloofiae obtusa globosa restricta
Sabouraud 32°C  + - . . - - - .

Dixon 37°C + + + + = o =
Catalasa v + + + + + -
Esculina V') - + - + 5 =
Cremophor v + - - - - -
(A.castor)

Tween 20 + + - + - - -
(1-10%)

Tween 40 + + + + = i &
(40%)

Tween 80 + + + - - - -
(0.1%)

55. Guého E,Boekhout et al. The role of Malassezia species en the ecology of human skin and as
pathogens. J Med Vet Mycol. 1998, 36:220-229
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AA7. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DE PV

MALOWI-
AFRICA
ARGENTINA
REP.
DOMINICANA
PANAMA

AA8. DISTRIBUCION DE LA PITIRIASIS VERSICOLOR A NIVEL
MUNDIAL EN EL INICIO DEL PRESENTE ESTUDIO.
MEJICO Y CUBA

| Cubaso% |

.| México 50% |
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AA9. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN AMERICA CENTRAL

AMERICA CENTRAT.

AA10. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN AMERICA DEL SUR

Brasil 36%
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AA11. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN AFRICA
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AA12. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN ASIA

Calcuta 28%
Nueva Guinea 42%

AA13. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN EUROPA




AA14. FORMULARIO CON DATOS DEL PACIENTE

ESTUDIO DE LAS ESPECIES DE MALASSEZIA RELACIONADAS CON LA
PATOLOGIA CUTANEA PITIRIASIS VERSICOLOR EN PANAMA

Nombre Edad Fecha
Procedencia Ocupacién
Teléfono Sexo M B

F

Aparienciade: [ Pitiriasis versicolor. Piel sana 0

Localizacion: [ Térax [J cara[0 Brazos[d Abdomen[] Espaidal]
Tratamiento []SI  []No

Especifique

[0 #tra  [JFluco [] Keto []Selenio Otro

Examen Directo:

Cultivo en medio Dixon. Descripcion:

Morfologia microscopica

Pruebas:

Catalasa( ) Esculina( ) Tween20( ) Tween40( )
Tween 80 ( ) CremophorEl( )

Diagnéstico Micolégico:

Fecha de emision de resultados

Firma:
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AA15. VARIABLES DEL ESTUDIO DE MALASSEZIA EN PACIENTES CON PV

N°Pac. | Edad | Sexo | Ocupac | Térax | Cara | Barba | Brazos | Abdémen | Espalda | Cuello | Piema | General | S/Trat | Citrat

ExD +

- |Crec+

Crec -

2lev.

o |~ (B [ |8 | [N =

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama



AA16. RECUPERACION DE MALASSEZIA SPP EN LA MUESTRA
ESTUDIADA POR GRUPO ETARIO

GRUPO DE CASOS PV CULTIVOS POSITIVOS

EDAD No. PORCENTAJE No. PORCENTAJE

<= 14 kY 20.66 24 16
-15-49 100 66.66 73 48.67

>= 50 19 12.66 11 7.33

TOTAL 150 100.00 108 72.00

Fuente: muestreo de pacientes, estudio de! género Malassezia spp. en Panama

AA17. FRECUENCIA DE POSITIVIDAD POR MALASSEZIA SPP SEGUN
GRUPO ETARIO EN PACIENTES CON PV

GRUPO ETARIO
<= 14 ANOS 15 — 49 ANOS >= 50 ANOS
No. PORCENTAJE No. PORCENTAJE'. No. PORCENTAJE
POSITIVO 24 77.41 73 73.00 11 57.89
NEGATIVO 7 22.58 27 27.00 8 42.10
TOTAL 31 100 100 100 19 100

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panamé
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AA18. RECUPERACION DEL MALASSEZIA SPP EN LA MUESTRA

ESTUDIADA POR SEXO
SEXO CASOS DE PV CULTIVOS POSITIVOS_
No. PORCENTAJE No. PORCENTAJE
FEMENINO 74 49.30 51 34.0
MASCULINO 76 50.70 57 38.0
TOTAL 150 100 108 100

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

AA19. FRECUENCIA DE POSITIVIDAD POR MALASSEZIA SPP
SEGUN SEXO EN PACIENTES CON PV.

SEXO
FEMENINO MASCULINO
No. PORCENTAJE No. PORCENTAJE
POSITIVO 51 68.9 57 76
NEGATIVO 23 311 19 24
TOTAL 74 100 76 100

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panamé



AA20. CONSTITUCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN OCUPACION

POSITIVOS POR PV NEGATIVOS POR PV
OCUPACION Mo % po;v;orrévo azcupgémao Ho % FOPOR © RE(;J"'PER TOTAL
TOTAL MALASSEZIA N TOTAL MALASSEZIA  ACION No %

AMA DE CASA 4 270 1 25 15 1000 13 8666 19 633
STMINISTRATIY 19 1270 12 6315 10 670 8 8000 29 966
DOCENTE 6 400 5 8333 6 400 1 6666 12 400
ESTUDIANTE 86 5730 63- 7325 78 5200 39 5000 164 5466
TRABAJADOR DE
SALUD 1 730 7 6363 2 1530 7 3043 34 1133
OTRAS
PROFESIONES 10 670 9 90 8 530 3 3750 18 600
OTROS 14 930 1 7857 10 670 5 5000 24 800

150 108 150 76 300 100%
RECUPERACION
MESIA 68 13% 5732%

Fuente: muestreo de pacientes, astudio del género Malassezie spp. en Panama
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AA21. FRECUENCIA DE APA'RICION DE MALASSEZIA SPPEN LA
MUESTRA ESTUDIADA SEGUN OCUPACION

POSITIVOS POR PV NEGATIVOS PO PV
N POSITIVO POR % DE TOT. POSITIVO PO % DE
QCURACION TOTAL  *  MALASSEZIA POSTIVOS  CASOS % MALASSEZIA  POSITIVOS
AMA DE CASA 4 270 1 092 15 1000 13 1710
ADMINISTRATIVO 19 1270 12 1nn 10 670 8 10.52
DOCENTE 6 4.00 5 462 6 400 1 131
ESTUDIANTE 86 5730 63 583 78 5200 39 5131
TRABAJADOR DE SALUD 1 730 1 648 23 1530 7 921
OTRAS PROFESIONES 10 670 9 833 8 530 3 394
OTROS 14 930 1 10 18 10 670 5 657
TOTAL 150 100 % 108 100% 150 76 100 %
Fuente muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama
AA22. DISTRIBUCION DE LA PV POR SITIOS ANATOMICOS SEGUN
SEXO
TORAX ABDOMEN [ESPALDA CARA  CUELLO BARBA BRAZO  PIERNA  GENERALIZADA TOTAL
FEMENINO
No 23 5 23 25 5 2 1 4 1 97
PORCENTAJE 60 52 3571 4693 5319 7142 66 66 3055 50 00 3333 473
MASCULINO
No 15 9 26 2 2 1 25 4 2 105
PORCENTAJE 3947 6428 5306 4680 2857 3333 6944 5000 66 66 5121
TOTAL 38 14 49 47 1 3 36 8 3 205
Fuente. muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama
AA23. DISTRIBUCION DE LA PV EN EL TRONCO SEGUN SEXO
TORAX ABDOMEN ESPALDA TOTAL
FEMENINO
No. 23 5 23
PORCENTAJE 60.52 35.71 46.93 24.87%
MASCULINO
No. 15 9 26
PORCENTAJE 39.47 64.28 53.06 24.39%
TOTAL 38 14 49 101

Fuente muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama



AA24. DISTRIBUCION DE LA PV EN LA CABEZA SEGUN SEXO

CARA CUELLO BARBA TOTAL
FEMENINO
No. 25 5 2 32
PORCENTAJE 53.19 71.42 66.66 56.14 %
MASCULINO
No. 22 2 1 25
PORCENTAJE 46.80 28.57 33.33 43.85%
TOTAL 47 7 3 57

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassez/ia spp. en Panama

AA25. DISTRIBUCION DE LA PV EN LAS EXTREMIDADES SEGUN
SEXO

. BRAZOS PIERNAS TOTAL
FEMENINO
No. 1 4 15
PORCENTAJE 30.55 50.00 7.31%
MASCULINO
No. 25 4 29
PORCENTAJE 69.44 50.00 14.14 %
TOTAL 36 8 44

Fuente. muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panamé

AA26. DISTRIBUCION DE LA PV Y MALASSEZIA SPP POR SITIO
ANATOMICO

MUESTRAS POSITIVAS
AREA AFECTADA No. PORCENTAJE

TORAX 38 18.54
CARA 47 22.93
BARBA 3 146
BRAZOS 36 17.56
ABDOMEN 14 6.83
ESPALDA 49 23.90
CUELLO 7 3.41
PIERNA 8 3.90
GENERALIZADA 3 146

TOTAL 205 100

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panamé



97

AA27. DISTRIBUCION DE PV POR SITIOS ANATOMICOS SEGUN

GRUPOS ETARIOS.
GRUPO TORAX CARA BRAZOS ABDOMEN ESPALDA CUELLO PIERNA GENERALIZADA TOTAL %
ETARIO
<=14 1 14 8 3 5 0 5 0 47 2292
ANOS
15-49 19 28 23 10 38 3 3 2 131 63.90
>=50 8 5 5 1 6 0 0 1 27 1347
ANOS

Fuente: muestreo de pactentes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

AA28. DISTRIBUCION DE ESPECIES DE MALASSEZIA EN PACIENTES

CON PV
ESPECIE No. PORCENTAJE

M. globosa 8 5,33
M. slooffiae 8 5.33
M. furfur 63 42,00
M. furfur-M. slooffiae 4 2,67
M. furfur-M. globosa 1 0,67
M. obtusa 1 0,67
M. slooffiae 7 467
M. sympodialis 7 4,67
M. furfur — M. sympodialis 3 2,00
Negativos 55 36,67
TOTAL 150 100%

Fuente muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

AA29. DISTRIBUCION DE ESPECIES DE MALASSEZIA EN CONTROLES

SIN PATOLOGIA EVIDENTE

RESULTADOS No. PORCENTAJE
M. furfur 57 38.0

M sympodialis 10 6.67

M. globosa 6 4.00
Malassezia spp 2 1.33

M. furfur — M. sympodialis. 1 0.67
Negativo 74 49.33
TOTAL 150 100.0 %

Fuente' muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama
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AA30. DISTRIBUCION DE MALASSEZIA SPP EN EL TRONCO DE
PACIENTES CON PV

TORAX ABDOMEN ESPALDA TOTAL
No. PORCENTAJE

M. furfur 16 4 22 42 60.0
M. globosa 3 1 4 8 11.40
M. sympodialis 2 3 5 7.14
M. slooffiae -3 3 428
M. obtusa 1 1 1.42
Malassezia spp. 2 9 11 15.71

TOTALES 27 5 38 70 100 %

% 38.57 7.14 54.28

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

AA31.REL 'ERACION DE MALASSEZIA SPPEN EL TRONCO DE
PACIENTES CON PV

TORAX ABDOMEN ESPALDA TOTALES

TOTALES PV 38 14 46 98
NEGATIVOS 1 -9 8 28
POSITIVOS 27 5 38 70
M. furfur 16 4 22 42
M. globosa 3 1 4 8
M. sympodialis 2 3 5
M. slooffiae 3 3
M. obtusa 1 1
Malassezia spp 2 9 1
% de Recuperacion 71.05 35.71 82.60 71.42

Fuente. muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

AA32. DISTRIBUCION DE MALASSEZIA SPP EN CABEZA DE
PACIENTES CON PV ‘

CARA BARBA CUELLO TOTAL PORCENTAJE

M. furfur 26 2 4 32 71.11

M. slooffiae 4 0 1 5 1.1

M. sympodialis 3 0 1 4 8.88

M. globosa 2 0 0 2 4.44

Malassezia spp 2 0 0 2 4.44

TOTALES 34 2 6 45 100 %
% ; 75.55 4.44 13.33

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama



AA33. RECUPERACION DE MALASSEZIA SPP EN CABEZA DE
PACIENTES CON PV

CARA BARBA CUELLO TOTALES

TOTALES DE PV 47 3 7 57
NEGATIVOS 10 1 1 12
POSITIVOS 37 2 6 45
M. furfur 26 2 4 32
M. siooffiae 4 0 1 5
M. sympodialis 3 0 1 4
M. globosa 2 0 0 2
Malassezia spp. 2 0 0 2
% de Recuperacion 78.72 100 85.7 80.70 %

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama

AA34. DISTRIBUCION DE MALASSEZIA SPP EN EXTREMIDADES

DE PACIENTES CON PV
BRAZOS PIERNAS TOTALES %
M. furfur 13 4 17 62.96
M. sympodialis 3 1 4 14.81
M. globosa 3 0 3 11.11
Malassezia spp 3 0 3 11.1
TOTALES 22 5 27 100 %

81.48 % 18.51 %

Fuente muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama



AA35. RECUPERACION DE MALASSEZIA SPP EN EXTREMIDADES DE
PACIENTES CON PV

BRAZOS PIERNAS  TOTALES

TOTALES DE PV 36 8 44
NEGATIVOS 14 3 17
POSITIVOS 22 5 27
M. furfur 13 4 17
M. sympodialis 3 1 4
M. globosa 3 0 3
Malassezia Spp 3 0 3
% DE RECUPERACION 61.11 62.5 61.36

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama

AA36. FRECUENCIA DE POSITIVIDAD POR MALASSEZIA SPP EN
CONTROLES SIN PATOLOGIAS SEGUN GRUPO ETARIO

<= 14 ANOS 15 — 49 ANOS >= 50 ANOS
No. % No. % No. %
POSITIVOS 4 40.0 53 51.45 19 51.35
NEGATIVOS 6 60.0 50 48.54 18 48.64
TOTAL 10 100.0 103 100 37 100

Fuente. muestreo de pacientes, estudio del género Malassez:a spp. en Panama

AA37. FRECUENCIA DE POSITIVDAD POR MALASSEZIA SPP EN
CONTROLES SIN PATOLOGIAS SEGUN SEXO

FEMENINO MASCULINO
No. % No. %
POSITIVOS 45 51.72 % 31 49.20
NEGATIVOS 42 48.27 % 32 50.79
TOTAL - 87 100.0 % 63 100 %

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp en Panama
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ANEXO B
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AB1. Lesién de PV en AB2. Lesion de PV en
hombro antebrazo

P

AB3. Lesion de PV en cuello y ABA4. Lesion de PV en ambos
cara brazos
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ABS. Lesion en cuello AB6. Lesion en espalda

AB7. Forma estable de M. globosa AB8. Observacién micros-
al examen directo en 40x copica (40x) de M.globosa en
caldo Dixon




AB9. M.sympodialis. AB10. Colonias de M.sympodialis
Ex. Directo en 40x en agar de Dixon

AB11. M. furfury M. globosa AB12. Colonias de M.furfury
al ex.directo 40x M. globosa en medio Dixon.

M. furfur

M. globosa
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AB13. Colonias de M. sympodialis AB14. Separacion de
+M.furfur en agar Dixon colonias en medio Dixon

M.sympodialis

M. furfur

MQ

AB15. M. furfur al examen directo AB16 M. sympodialis al examen

40x directo en 40x Hi
ifas
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AB17. M. slooffiae al examen AB18. M.slooffiae al examen
directo en 40 x directo en 40x . Solo levaduras

AB19. Colonias de Malassezia spp y AB20. M.globosa en medio
Candida famata en medio Dixon Dixon (primer aislamiento)

Candida famata

Malassezia
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AB21. M.furfur en medio AB22. M.sympodialis
de Dixon (Primer aislamiento) en medio de Dixon (Primer
aislamiento)

AB23. Levaduras de M.furfur AB24. Levaduras de
(cultivo ) en azul de algodén 40x M. sympodialis (cultivo) en azul
de algodén 40x.
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AB25. Levaduras AB26. Control negativo
de M.slooffiae (cultivo ) M.furfur sin tween
en azul de algodon (40x)

AB27. Identificacién AB28. Prueba de tween:
de M furfur (tween 20,40, 80 izq. C. albicans, der. M. furfur
y Cremophor El)

Cremophor EL

1 Aceite
. castor
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AB29. Reaccion de M.sympodialis

al tween (40 y 80)
Penicillium
Tween 40
Tween 80
OTRAS OBSERVACIONES
AB30 Ex. directo 40x de AB31 Ex. directo 40x.
M. globosa (hifas) M. globosa (levaduras)
MQ
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AB32. Ex. Dir. 40x M. slooffiae AB33. Ex. Dir M. furfur)
40x (hifas) (levaduras)

AB34. Ex.Directo M.furfur+M.slooffiae 40x
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AB35. M. furfur en AB36. M. sympodialis
caldo Dixon de caldo Dixon




