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RESUMEN

La pitiriasis versicolor es una dermatomicosis de distribucion mundial, comun
en climas templados y tropicales, presentandose con mayor frecuencia en las
edades tempranas de habitantes de paises céalidos y himedos.

El agente causante, Malassezia spp ha sido estudiado desde fines del siglo
XIX, reconociéndose en 1996 siete especies y en el afio 2002 fueron
afiadidas a la lista tres mas, las cuales aun estan en estudio. A través de esta
investigacién se propone determinar las especies de Malassezia causantes
de la pitiriasis versicolor en Panaméa

Objetivo: determinar la especie que produce la pitiriasis versicolor en
Panama, para lo cual se analizaron 300 muestras entre enero de 2003 y
noviembre de 2004, procedentes de 150 pacientes con diagndstico clinico y
150 de individuos sanos.

Metodologia: se realiz6 el examen directo con cinta adhesiva y tincion de azul
de lactofenol al material obtenido del raspado de la piel lesionada. Estas
muestras y las de individuos sanos fueron cultivadas en agar Dixon
modificado, incubados bajo condiciones de humedad a 32°C de temperatura;
la identificacion se basé en los resultados obtenidos con la prueba de
catalasa, esculina y demas parametros del cuadro sugerido por Guillot y col
que incluye la asimilacion de los tween 20, 40,80 y una modificacion por
aceite de castor en vez de cremophor El

Resultados: La especie predominante fue Malassezia furfur con 42% del
grupo de individuos con lesiones visibles de pitiriasis versicolor. Fueron
aisladas también Malassezia globosa y Malassezia slooffiae con 5.33 % cada
una, Malassezia sympodialis 4.67% y Malassezia obtusa 0.67%. Malassezia
furfur se obtuvo en cultivos mixtos con: Malassezia slooffiae 2.67%,
Malassezia sympodialis 2%, y Malassezia globosa 0.67%. En personas
sanas se obtuvo Malassezia furfur en 38%, M.sympodialis 6.67% Yy
M.globosa. 4%. Malassezia furfur con Malassezia sympodialis 0.67%.
Conclusion: Los resultados obtenidos sustentan que Malassezia furfur es el
principal agente causante de pitiriasis versicolor en Panaméa y ademas es
saprofito de la piel. La piel del tronco fue el area mas afectada y se obtuvo
una alta incidencia de la infeccion en la cara.

SUMMARY

The pityriasis versicolor is a world wide dermatomicosis very common in
temperate and tropical regions. It more frequently affects young patients of
warm and humid countries.

Malassezia spp has been studied since the end of the 19" century. In 1996
seven species were recognized and three more detected in 2002, are still
being investigated.
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This study is designed to find the species of Malassezia causing the pityriasis
versicolor in Panama.

Objective: to determine the species that cause pityriasis versicolor in Panama,
by analyzing 150 patients with lesions of pytiriasis versicolor (PV) and 150
healthy volunteers. The samples were collected between January 2003 and
November 2004.

Methodology: The direct examination using lactophenol blue was applied to
injuried skin scales. The samples of sick and healthy volunteers were cultured
in modified Dixon agar medium, incubated under humid conditions and a
temperature of 32°C. The isolates were identified using catalase, esculin,
tween assimilation test and the replacement of cremophor EL with castor oil.
Results: Malassezia furfur was the predominant species in lesional skin
(42%), followed by M. globosa (5.33%), M. slooffiae (5.33%), M. sympodialis
(4.67%) and M. obtusa ((0.67%). It was associated in mixed culture with M.
slooffiae (2.67%), M. sympodialis (2%) and M. globosa (0.67%). In healthy
skin M. furfur was found in 38% of the patients. M. sympodialis (6.67%) and
M. globosa (4%), associated with M. sympodialis (0.67%).

Conclusion: The results in this study support the fact that Malassezia furfur is
the principal cause of Pityriasis versicolor in Panama and is also a skin
saprophite. The trunk was the most affected area and it's incidence in the
facial region was high.
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INTRODUCCION

Por muchas décadas las infecciones producidas por hongos se han
clasificado en base a su localizacion anatdmica y son denominadas micosis
superficiales, micosis cutaneas, micosis subcutaneas y micosis profundas o
sistémicas. Las tres primeras siguen patrones clasicos en cuanto a etiologia,
diagnéstico y tratamiento con algunas modificaciones que dependen de los
nuevos conocimientos cientificos producto de mudltiples investigaciones.Las
infecciones micéticas sistémicas cada dia aumentan en frecuencia y
gravedad debido al incremento de pacientes con alteraciones en su estado
inmunoldgico.

Para controlar y tratar la mayoria de las micosis necesitamos de un proceso
gue involucra varias etapas que se inician con la sospecha clinica, la cual nos
lleva a un diagnostico micolégico que sera atinado siempre y cuando se
obtenga una buena y abundante muestra. Este diagndéstico requerird ademas
de conocimientos actualizados, medios adecuados, técnicas meticulosas,
personas expertas y voluntad de realizarlo.

Las levaduras del género Malassezia al igual que otras ampliamente
conocidas forman parte de la flora de la piel del hombre. Las especies de
este género son capaces de causar diversas enfermedades cutdneas tanto
en hombre como en animales.

Existe una gama de enfermedades cutaneas ademas de la pitiriasis versicolor
que estan relacionadas con Malassezia, tales son los casos de dermatitis
seborreica (DS) que se presenta como descamaciones e inflamacion sobre
las areas del cuerpo ricas en glandulas sebaceas, como la cara, cuero
cabelludo y parte superior del tronco. Las lesiones de DS ocurren
principalmente en las cejas, pliegues nasolabiales, mejillas y region esternal e
interescapular.

La foliculitis por Malassezia consiste en papulas pruriticas y puastulas que
ocurren principalmente en el tronco y extremidades superiores. Esta parece
ser mas comun en paises tropicales, probablemente debido al calor y la
humedad.

Malassezia ha sido asociada a acné vulgaris, dacriocistitis, blefaritis
seborréica, pustulosis neonatal, papilomatosis confluente y reticulada,
también ha sido asociada con algunas otras infecciones incluyendo mastitis,
sinusitis, artritis séptica, otitis externa maligna. Se ha encontrado en
enfermedades sistémicas tales como peritonitis, fungemia relacionada a
catéter, debido quizas a su presencia en la piel como comensal. Esto ocurre
Principalmente en neonatos prematuros, nifios y adultos
inmunocomprometidos.

Es por todo lo anterior que se requiere una identificacibn mas precisa del
microorganismo, y en el planteamiento de nuestros objetivos sefialamos el
interés de generar una informacion basandonos en métodos de laboratorio
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gue sean reproducibles y utiles para diagndstico, por medio del algoritmo
propuesto en este estudio.

Siglo y medio ha pasado desde que el cientifico Eichstedt (41) hiciera la
primera observacion de elementos levaduriformes y filamentosos de los
raspados de piel de un paciente con la afeccion pitiriasis versicolor (PV), la
cual se describe como un desorden cutdaneo benigno cronico, caracterizado
por epitelio escamoso de color variable en la piel, desde rosado, chocolate o
blanco que afectan el tronco, abdomen, cara, pomulos, frente y miembros
superiores. A pesar de los tantos afios transcurridos desde aquel hallazgo, no
fue sinohasta hace poco que se inicid el estudio mas profundo de tales
levaduras incluidas en el género Malassezia, nombre sugerido por Baillon en
1889 (7). Hasta la fecha su posicién taxonémica y su capacidad patdégena
han suscitado una gran confusion y polémica. Todo esto se debe a su
variabilidad morfologica, reconocida desde sus primeros investigadores y a
sus particulares exigencias fisiologicas, lo cual fue un factor que influy6 en la
demora en encontrar el medio de cultivo adecuado para su aislamiento.
Mientras tanto el diagnostico clinico se apoya solamente en la observacion
macroscopica de las lesiones y en la observacion microscopica del examen
directo en lamina humeda, ya sea con solucion salina, KOH, tinta azul
(Parker) o azul de metileno, en forma similar a como lo hacia Eichstedt en
1846

Solo hasta afios muy recientes se encontro a través de algunos estudios, la
metodologia del cultivo e identificacion mas adecuada para Malassezia. Uno
de estos estudios fue realizado en el Servicio de Dermatologia del Complejo
Hospitalario Carlos Haya, en Malaga, Espafia, bajo la direccion del Dr.
Vicente Crespo E, en donde se realizan investigaciones en este tema las
cuales han evidenciado que Malassezia globosa es el agente causante de
pitiriasis versicolor en Espafa.

Ademas de la npitiriasis versicolor (PV), se encuentran relacionadas a
Malassezia enfermedades de la piel tales como: dermatitis seborreica,
foliculitis y dermatitis atépica. En las dltimas dos décadas se ha visto
asociada también con infecciones sistémicas oportunistas principalmente en
neonatos prematuros y muy relacionada con la administracién de lipidos a
través de catéteres intravenosos, pustulosis neonatal, otitis y en onicomicosis
en los que se han reportado muy pocos casos.

Un numero de factores probablemente estimulan el desarrollo e infeccion de
las levaduras del género en la piel los cuales estan relacionados con altas
temperaturas y elevada humedad relativa, de alli la hipétesis de que pitiriasis
versicolor (PV) se observa mas comunmente en climas tropicales donde se
reporta en 30- 40% de la poblacion. La incidencia en climas templados es
mucho menor (1-4%) (71).

Habiendo comprobado que existe un procedimiento reproducible y siendo
Panama un pais que reune las condiciones Optimas para el desarrollo de la
infeccion, decidimos iniciar este estudio con una muestra de 300 personas;
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150 de las cuales son pacientes afectados por PV y 150 controles sin
ninguna afeccion. Ademas de reportar la existencia de la infeccion en la
poblacién, podremos obtener la informacién de qué especies son las que
afectan a la poblacibn panamefa, ademas de poder realizar
recomendaciones en el diagnostico microbiolégico y constituirnos en
referencia cientifica, ya que existen pocos trabajos al respecto.

Esta investigacion es novedosa ya que nuestros aportes a la comunidad
cientifica a través de los hallazgos reflejados en los datos presentados en
este trabajo, permitira conocer por primera vez que Malassezia furfur es el
microorganismo causante de la pitiriasis versicolor en Panama y que el
mismo es componente importante de la flora normal de sus habitantes. Que
de acuerdo a publicaciones sobre el tema; Malassezia furfur no ha sido
encontrada en ninguna otra latitud como principal agente en dicha
enfermedad.

Estamos seguros de que conocer el comportamiento fisiologico y los
requerimientos nutricionales de esta especie conducira en un futuro préximo
a iniciar la busqueda de ésta no solo en la pitiriasis versicolor sino en
aguellos procesos infecciosos donde sabemos que ella también puede ser la
principal protagonista.

Somos del convencimiento que nuestra informacibn promovera la
implementacién de pruebas de susceptibilidad CrariolJorios las cuales
contribuiran al disefio de nuevos tratamientos médicos para el control de la
pitiriasis versicolor entre otras.



CAPITULO |

JUSTIFICACION

A pesar de haber sido reconocido el género Malassezia desde 1846, se
pensaba que era una levadura incultivable, hasta 1939 cuando Benham
realiza el primer cultivo en forma empirica. A partir de los afios 80 Midgley
(88) inicia estudios con cultivos y comienza a describir las colonias. Pero no
fue sino hasta hace muy poco (1996) que se clasific el género en siete
especies (54).

Es por esto que a nivel mundial son poco los paises que han podido realizar
la caracterizacion de la cepa regional. Ademas, ha sido tema de controversia
y confusion su posicion taxonémica, capacidad patégena y epidemiologia
mundial.

Durante muchos afios se clasifico como Malassezia furfur a la fase micelial
de las levaduras lipofilicas encontradas en la piel humana y Pityrosporum
ovale y Pityrosporum orbiculare para designar los dos tipos morfolégicos de
la fase de levadura. La patologia relacionada con tales levaduras habia sido
de facil resolucion por lo cual no se consideraba necesaria su confirmacion
en el laboratorio, ademas de la dificultad para recuperarla en cualquier medio
de cultivo.

Esta situacion ha motivado a los investigadores, en la busqueda del medio
adecuado y las pruebas que permitan la identificacion de las diferentes
especies que hoy sabemos estan consideradas todas dentro del género
Malassezia.

Lo anteriormente expuesto despertd nuestra inquietud e interés en investigar
lo que sucedia con el género Malassezia en Panama como pais tropical y su
relacion con la pitiriasisi versicolor (pafio blanco) una de las patologias
cutaneas mas frecuentes en nuestro medio.

Como parte de este estudio realizamos el diagnéstico microbiologico
proponiendo un algoritmo con metodologias basadas en pruebas
bioquimicas y fisiologicas que determinan las especies involucradas.



OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar la especie o especies de Malassezia relacionadas con pitiriasis
versicolor que se desarrollan en el clima tropical de Panama, que posee una
temperatura que oscila entre 25°-30°C y una humedad relativa entre 70 y
80%.

2. Clasificar las especies de Malassezia integrantes de la flora normal de la
piel de personas sin la patologia y que habitan en Panama.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las areas del cuerpo mas afectadas por Malassezia spp en pitiriasis
versicolor (PV)

Utilizar los métodos bioquimicos vy fisiolégicos estandarizados recientemente
para la caracterizacion hasta especie de los aislamientos obtenidos

Recomendar la utilizaciébn del algoritmo de procedimientos de cultivo e
identificacidn de las especies de acuerdo al cuadro establecido para tal fin.



CAPITULO Il

GENERALIDADES
A. HISTORIA DE LA PITIRIASIS VERSICOLOR:

9) LA ENFERMEDAD

La pitiriasis versicolor (PV) es una enfermedad de la piel, crénica, benigna,
generalmente asintomética que se caracteriza por presentarse como placas
escamosas a veces lenticulares que van desde el color blanco (OrariolJor) a
chocolate (pigmentadas). Es de distribucion mundial, siendo muy comdn en
regiones tropicales y templadas, afectando con preferencia a adultos jévenes
de ambos sexos. Las zonas principalmente afectadas son térax, abdomen,
miembros superiores y espalda.

Se debe a Robert William (118) la descripcibn y el nombre de esta
enfermedad a principios del siglo XIX, pero fue en 1846 cuando Eichstedt
(41), observé la presencia de levaduras y filamentos en lesiones reducidas de
piel de pacientes con este padecimiento realizando las primeras
publicaciones conjuntamente con Sluyter(1847) (109) quien la describi6é en su
tesis doctoral como enfermedad causada por una planta parésita,
denominando entonces “Pitiriasis versicolor” a la enfermedad que algunos
autores siguen llamando con el término “Tinea versicolor” entendiéndose
que esta denominacion se basaba en la concepcion errbnea de que la
enfermedad era causada por un dermatofito.

En la pitiriasis versicolor (PV) las lesiones clinicas son muy faciles de
diagnosticar y el término versicolor es especialmente adecuado. El color varia
de acuerdo con la pigmentacion normal del paciente, la exposicién del area al
sol y la gravedad de la enfermedad.

Se puede observar manchas de color pardo claro, pardo amarillento o pardo
oscuro, 0 bien la lesion consiste en una placa continua, escamosa que
comprende todo el pecho, el tronco o el abdomen. Las lesiones se inician
como multiples manchas pequefias maculares, que pronto crecen y se hacen
escamosas. Pueden coalescer para formar areas circulares de descamacion
intermitente de varios tintes y colores. Algunas veces se observan lesiones
OrarioOor que suelen ser perifoliculares.

En general es raro que ocurra alguna irritacién o respuesta inflamatoria, pero
en unos pacientes se puede presentar ligero enrojecimiento y prurito.
Muchos no perciben su enfermedad hasta después de su exposicion a la luz



solar. La queja principal es de tipo estético, debido a que algunas zonas de la
piel no se broncean en forma normal.

El hongo, clasificado después como Malassezia, o sus productos, filtran los
rayos de la luz solar e impiden el bronceado normal de manera que las
lesiones se delinean como areas de color mas claro que la piel que los rodea.
En la enfermedad cronica pueden coexistir areas hipopigmentadas (lesiones
mMas jovenes) y areas hiperpigmentadas (lesiones mas antiguas) en el mismo
paciente.

En lactantes de piel oscura, sobre todo en los trépicos, a veces se observa
una variante clinica. La infeccion se inicia en las zonas cubiertas por el pafal
y se extiende en forma rapida causando despigmentacion de la piel. Este
trastorno se conoce como pitiriasis versicolor alba o acromia parasitica (109).

Los factores responsables para que algunas especies del hongo Malassezia
puedan aparecer en algunas personas como patdégeno y en otras se
mantengan como saprofitos, no estan muy bien determinados. Se ha
pensado en una relacion con la presencia de lipidos cutaneos. Borges y col
(20) mediante microscopia electronica de la piel en pacientes con pitiriasis
versicolor, observaron la presencia de abundantes masas amorfas de lipidos
rodeando los filamentos de Malassezia. La capa cornea lipéfila persiste por lo
menos tres semanas después de la eliminacién del hongo, utilizando un
tratamiento con itraconazol.

Mediante la cromatografia de gases no se ha encontrado diferencias
significativas en la composicién de los acidos grasos cutadneos en personas
normales y en las que padecen PV (98).

Algunos autores han relacionado la enfermedad con el “turnover” de las
células epidérmicas. Cuando esta disminuido como ocurre en pacientes
sometidos a tratamientos con esteroides tOpicos o0 sistémicos, aumenta la
predisposicion a la enfermedad, desapareciendo al suprimir los
medicamentos citados (17).

En los paises tropicales el 50% de la poblacién padece PV lo que puede
relacionarse con una lentitud en el “turnover” debido al calor. Otros autores
sugieren la existencia de una predisposicién genética (112), el sindrome de
Cushing espontdneo o iatrogénico y posiblemente un estado de mala
nutricion pueden ser la causa de algunos casos (23), la sudoracién excesiva,
el embarazo y uso de anticonceptivos orales pueden considerarse como
posibles factores predisponentes (64). No parece ser mas comun en
pacientes con SIDA (77).

Se ha podido comprobar la micosis en matrimonios en los que uno de ellos
presentaba una extensa PV y el otro permanecia sano. Se ha llegado a
pensar en la posibilidad que algunas cepas de Malassezia tengan mas
facilidad de pasar a su forma filamentosa y con ello aumentar su potencial
patdégeno (64).



El hecho de que miembros proximos de una familia tengan mayor
predisposicion a padecer la enfermedad, no se puede afirmar; se debe a un
factor genético o al hecho de tener una mayor oportunidad de ser colonizados
por Malassezia.

Son muchos los intentos realizados para explicar la susceptibilidad a
consecuencia de causas fisicas o alteraciones bioquimicas que actuan sobre
la piel, sin que este problema pueda llegar a resolverse (12). No obstante la
aplicacion en la piel de aceites parece que aumenta la susceptibilidad a la PV
(64).

En personas sanas se ha encontrado respuestas positivas a anticuerpos de
levaduras del género Malassezia y en pacientes con PV la respuesta es un
poco mas elevada (33-86). Existen algunos trabajos en los que se indica
escasa respuesta existente de la inmunidad mediada por células, utilizando
antigenos fungicos especificos (126). La desaparicién de células T reactivas
especificas, en la sangre periférica, puede explicar estos hechos (64 -127).
Profundizando un poco sobre esta respuesta inmunoldgica tenemos que las
razones por las cuales un individuo desarrolla una enfermedad causada por
Malassezia y en otras personas permanece como un comensal son en gran
parte desconocidas (3). Muchos estudios han revisado la respuesta
inmunologica en estos pacientes y comparado ésta con la respuesta en
individuos sanos para determinar si los pacientes tienen factores
predisponentes, pero hasta el momento no esta aclarada tal situacion.

En la literatura se seflala que se ha utlizado una amplia gama de
preparaciones antigénicas al igual que diferentes pruebas para determinar
tanto la respuesta humoral como la celular, sin embargo ain quedan sin
resolver muchas interrogantes al respecto. Entre algunas de tales
preparaciones estan las tirillas de cinta adhesiva de lesiones de pv para
inmunoflorescencia (128), células totales, antigenos citoplasmaticos,
exoantigenos y entre los tipos de respuesta inmune y métodos para la
humoral estan: IIF, precipitacion, hemaglutinacion, dot blot, ELISA, Western
blot, citometria de flujo, RAST, y para la respuesta celular: la LMl y LT (3).

La falta de estandarizacion de las preparaciones antigénicas en estudios
inmunoldgicos ha sido una de las mas grandes limitaciones en las
investigaciones con Malassezia y el uso de antigenos definidos en trabajos
futuros podra informar finalmente sobre la importancia de Malassezia en
varias enfermedades aun sin definir.

Abordando un poco sobre la respuesta humoral en pitiriasis versicolor
sabemos que los estudios realizados datan de 1961 con Sternberg y Keddie.
Todos los estudios realizados hasta ahora han utlizado células
levaduriformes de Malassezia como antigeno. Sin embargo, se acepta que
en PV Malassezia experimenta la conversion de la fase levadura a la fase
micelial y por eso la respuesta inmune dirigida contra la fase micelial
probablemente sea importante. En un estudio de hace pocos afios se
examind la respuesta humoral a la fase micelial de Malassezia en pacientes
con PV y en controles (114). Ambos, pacientes y controles tenian titulos de



anticuerpos medibles para IgG y IgM, el titulo de anticuerpos promedio en
pacientes fue significativamente mas alto que en los controles. Los autores
de este estudio sugirieron que una gran carga de micelio o prolongada
exposicion al micelio en los pacientes podria ser la explicacion de estos
resultados.

En relacién a la respuesta celular, a pesar de que los primeros estudios
sugerian una deficiencia celular inmune a Malassezia en pacientes con PV
otros grupos no han encontrado esto, es mas varios han encontrado
aumentada reactividad a Malassezia en los pacientes.

La Malassezia no ataca el tallo piloso, las uiias ni las mucosas. Sin embargo,
al parasitar la capa cornea de la piel, se introduce en el interior de los
foliculos pilosos sebéceos lo que puede explicar la tendencia a las recidivas
(80). Badillet y Sene (6) encuentran Malassezia en frotis de la mucosa nasal,
sugiriendo podria ser esta localizacion un refugio no accesible a la
terapéutica topica y estar relacionado igualmente con las recidivas.

Randjandiche (106) encuentra Malassezia en el 70.4% de vulvas de mujeres
adultas considerandolo como posible causa del aislamiento de este hongo en
el pabellén auricular del recién nacido.

10) HISTOLOGIA Y PATOGENIA

En aquellos pacientes en que se produce una respuesta celular, la
hiperqueratosis, paraqueratosis y ligera acantosis con un pequefo infiltrado
en la dermis son los cambios histolégicos caracteristicos.

El inmunofenotipaje de los infiltrados revela un dominio de células T de
memoria, una acumulacion de macrofagos y una pérdida de células B.
También se ha demostrado una acumulacion de células Langerhans en la
epidermis, reducida expresion de activacion de marcadores celulares y la
presencia de células T supresoras.

Malassezia se localiza generalmente en la parte superficial de la capa
cornea, comprobandose mediante microscopia electronica que se localiza
entre las células cdérneas y penetra también en su interior (64). La cuenta de
corneocitos ha demostrado un aumento de células turnover en piel afectada.

En las lesiones OrariolJor, la depigmentacion se considera debida a los
acidos decarboxilicos que se forman por la oxidacion de algunos acidos
grasos no saturados de los lipidos cutaneos a consecuencia de las enzimas
producidas por Malassezia, que inhiben la accién de la tirosinasa y



posiblemente ejercen un efecto citotoxico sobre los melanocitos hiperactivos
(103-105). Sin embargo Gothamy y cols (42) demuestran que este hongo no
actla “in vitro descomponiendo o utilizando la tirosina y cree que la
hipocromia se debe a un bloqueo en la sintesis de la melanina por productos
procedentes del metabolismo de Malassezia, sin la utilizacion de la tirosina.
Mediante microscopia electronica se encuentran melanosomas grandes en
las zonas hiperpigmentadas y de tamafio menor del normal en las no
pigmentadas (22).

Se ha notado también que una pigmentacion epidermal total se reduce en
lesiones hipopigmentadas y una delgada capa de queratina puede ser
significativa. (48)

11) CARACTERISTICAS CLINICAS

El paciente normalmente se queja de un cambio de color desigual y variado
de la piel, con una suave irritacion.

Se aprecian lesiones maculosas de color parduzco claro o un poco rosadas
pudiendo cambiar su coloracion de un momento a otro del dia, que suelen
terminar adquiriendo un color blanco, sobre todo cuando el paciente se
expone al sol, destacando mas al ponerse morena la piel que las rodea.

El término versicolor es particularmente apto. El color de las lesiones puede
variar desde ocre palido hasta chocolate medio. En las pieles acaneladas,
blancas, las areas afectadas son mas oscuras que lo normal, pero estas no
responden a la exposicion de la luz, y en sujetos oscuros, la piel anormal es
comunmente palida, esto ocurre generalmente en la gente negra.

La superficie de la piel estd recubierta de escamas pitiriasiformes, que si las
raspamos con un portaobjeto o con la ufia se desprenden en laminas (signo
de la ufada); las lesiones son de tamafio variable, la mayoria lenticulares
pudiendo confluir originando placas mas extensas.

La localizacion mas frecuente es en la parte superior del térax, siguiendo por
orden decreciente: miembros superiores (sobre todo en brazos), abdomen,
region lumbar y cuello. Son poco comunes en los miembros inferiores y la
cara (113). En esta ultima la encontramos sobre todo en region preauricular,
ascendiendo hacia los lados de la frente llegando en algunos casos a invadir
el cuero cabelludo.

Segun Vanbreuseghem (136) la localizaciéon en el cuero cabelludo es
bastante comuin en paises tropicales. Es poco frecuente en miembros
inferiores, pudiendo localizarse en cara interna de muslos (prestandose a
confusion con un eritrasma) y regioén poplitea. En mujeres se encuentra a
veces en el pubis y en varones se ha mencionado en el pene (52).



Lesiones palmares se han reportado de los trépicos y raramente ocurren en
zonas templadas. Unos pocos casos inusuales han sido descritos donde el
trastorno parece haber sido localizado mediante oclusién o presién como
debajo de correas de una mochila o en la ingle bajo una venda T. (66)

Lesiones de pitiriasis versicolor

Una forma clinica poco frecuente es la pitiriasis versicolor atréfica, descrita
por Graciansky y cols (51), Mascaré y Torres (85) y otros autores (88-120-
133). Son lesiones con una coloracion similar a la PV pero céncavas,
deprimidas, recordando la anetodermia de Jadasshon, coincidiendo casi
siempre en pacientes que han estado sometidos a una terapéutica
prolongada con esteroides topicos, como ocurre en enfermos psoridsicos o
atopicos, al curar la infeccion la piel toma aspecto normal. Segun Tosti y
cols (135) las alteraciones asientan en los 2/3 externos de la capa cornea en
la PV con lo cual la funcién de la barrera cutdnea en los sitios infectados por
Malassezia estd disminuida, permitiendo una mayor penetracion de los
esteroides. En las biopsias algunos autores encuentran degeneracion de las
fibras elasticas (85-88), mientras que segun otros son normales.




Lesiones pigmentadas oscuras Leiones hipopigmentadas

Lesiones en tronco

B. EPIDEMIOLOGIA

La PV es una dermatosis de distribucion universal que afecta a todas las
razas, aunque su incidencia no es igual en todas ellas, variando de unos
paises a otros, su prevalencia y edad maxima de aparicion varia segun el
clima, siendo mas Orariolori y apareciendo en edades mas tempranas en
paises calidos y humedos. En paises de clima templado aumenta en verano
y otofio, con una prevalencia de un 5% en relacion a todas las micosis
superficiales (94-81).

Siendo comun en climas templados, en los tropicos y sub trépicos, se ha
informado de niveles de prevalencia hasta el 50% en México, Samoa, Fiji,
América Central y del Sur, la India, partes de Africa, Cuba, las Indias
occidentales y la region del Mediterraneo. Se ha reportado también, elevadas
prevalencias en Nueva Guinea (42%), Brasil (36%), Calcuta 28% (67) y Africa
Central (16.6%) (11). Ver anexo AA8

Al parecer la gran frecuencia de PV en paises tropicales podria deberse la
disminucién del recambio celular por causa del calor (101-99).

En un estudio entre 2,353 nifios en Nigeria, la incidencia de PV fue del 3.7%
y del 6.3% en niflos de 12 a 16 afios de edad (59) con localizacion
fundamentalmente en la cara.

En una region templada en el sur de Tunez, se observé con una frecuencia
del 11.8% (20) en la poblacion de menores de 15 afios.
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En paises templados su prevalencia es mucho menor, asi en Roma obtienen
una prevalencia del 3.7% (67), en zonas frias como Suecia la frecuencia de
aparicion es del 11% segun un estudio de Faegerman y cols (43), donde se
refiere una incidencia doble en mujeres que en hombres.

Parece clara la relacion del proceso con la actividad de las glandulas
sebaceas, lo que establece su incidencia entre los 10-65 afios y
fundamentalmente entre los 20-45 (19-32) y mas concretamente entre la
segunda y tercera décadas de la vida (8-138). No obstante puede aparecer
en edades extremas (19) pero excepcionalmente en la infancia (138-125).

Con relacion a lo anterior, debemos sefialar la revision realizada por
Delgado V. (38) a publicacion de Pénnighaus y cols en 1996 (101) sobre el
tema de la pv en Malowai (Africa), (Anexo AA7) en la que examina una
poblacion de méas de sesenta mil personas, encontrando un 17.9% de media
con PV, siendo casi la mitad de esta cifra una pv intensa. Para la franja entre
15-24 afios, la incidencia fue del 20-25%. Es rara antes de la pubertad.

Datos de valor epidemiolégicos y de taxonomia ademas, también son
sefalados por Crespo E.V y col (28) en estudio realizado en Malaga Espafa;
con un total de 75 enfermos de PV, 33 varones y 37 mujeres con edades
comprendidas entre los 14 y los 65 afios, 75 con dermatitis seborreica y 150
muestras de piel sana. En dicho estudio se clasificaron ademas las diferentes
especies de Malassezia que fueron encontradas tanto en el grupo de
pacientes con PV como en los otros dos grupos.

En otro estudio también por Crespo E.V y col. (29), se estudian 100 pacientes
con PV 75 con dermatitis seborreica y 220 muestras de pieles sanas. En la
citada publicacion se sefiala a Malassezia globosa causante del 87% de
casos de PV corroborandose esta informacion en una mas reciente
publicacion también realizada por el citado autor (30) donde se analizan 96
pacientes con PV; 44 hombres y 52 mujeres, obteniéndose Malassezia
globosa en 97 % de los casos.

Un trabajo similar reporta Gupta y col (60), de estudio realizado en Ontario,
Canada con 11 casos de PV en donde el 95% revelaron ser tres especies
diferentes de Malassezia.

En Japdn, Nakabayashi y col. (93) obtuvieron un 65% de especies de
Malassezia de 22 pacientes con lesiones de piel por PV.

También queremos hacer mencion de varios estudios realizados en Santo
Domingo, Republica Dominicana (1), en el primero; de 1999, se menciona
gue de 120 casos micologicos reportados por dia, un 30 a 60%
corresponden a PV. En el mismo se estudiaron 100 pacientes con
diagnostico clinico y micoldgico por PV del cual 62% eran mujeres y 38%
varones. La edad vario de 6 meses a 83 afos. El 21% fueron menores de 15
afos de edad, correspondiendo 13 a nifias y 8 a nifios. Siete de ellos fueron
menores de 5 afios de edad y de estos cuatro menores de un afio (Grafico 1).
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Un segundo estudio (72) se refiere a 92 casos de pacientes con PV en
menores de un afio de edad (lactantes) con manifestaciones clinicas atipicas.

Posteriormente se recopila y amplia esta informacion en reciente publicacion
(73) donde se corrobora la infeccibn en 797 menores de 15 afios y 92
lactantes, con predominio de lesiones en cara y tronco.

Mencionamos también la situacion citada en un estudio multicéntrico
realizado en 1998 en Argentina (36), con 851 pacientes ambulatorios de
ambos sexos (58 % mujeres y 42% hombres). Solo 51.6% del total de
pacientes fueron confirmados con una dermatomicosis y de este solo 13.3%
se confirmaron con PV. (Anexo AA7)

No queremos dejar de mencionar los datos que reflejan un trabajo de Tesis
de Grado realizada en Panama en 1994 (37), el cual sembr6 la inquietud
para realizar el presente estudio.

En dicha tesis se evaluaron 200 jovenes, de los cuales 81 (40.5%)
resultaron positivas por PV, correspondiendo 46 (56.8%) al género masculino
y 35(43.2%) al género femenino. En cuanto a la edad, 70.3% estaban entre
los 18 -26 afios, 59.3% correspondian a trabajadores, 63.0% practicaban
deportes, 50/81 personas presentaban sintomas y 31/81 eran asintomaticas.

C. ETIOLOGIA
1. HISTORIA

A pesar de las observaciones realizadas por Eichsted y Sluyter estos no
propusieron ningin nombre para las estructuras micoticas observadas en
lesiones reducidas de piel de pacientes con el padecimiento. En 1853, Robin
denomind a este hongo como Microsporum furfur, y a la pitiriasis versicolor
como tifia versicolor pensando que se trataba de un dermatofito similar a
Microsporum audouinii (75-123).

En 1873 Rivolta (111), descubre la presencia de unas células ovales al
observar microscépicamente esporas de su propia barba, bautiza al hongo
como Cryptococcus psoriasis.

Tan solo un afio después, Louis Malassez (80) descubre elementos
semejantes en distintas dermatosis escamosas pero muy especialmente en
pitiriasis seca de cuero cabelludo considerandolo como los agentes
etiolégicos de la enfermedad.
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El hongo recibi6 diferentes nombres (Anexo AA1)(5). Debido a la observacion
de dos tipos de morfologia de levaduras Bizzozero (16) las nombré como
Saccharomyces ovalis y Saccharomyces sphaericus en 1884. Finalmente
prevaleci6 el de Malassezia furfur, sugerido por Baillon (7) en 1889, en honor
a Malassez, ya que reconocié que la levadura de la pitiriasis no se
relacionaba con las especies de Microsporum que eran los agentes de la tifia.
La especie furfur fue asignada por su vinculacion a procesos descamativos.
Etimologicamente furfur significa “salvado”.

A comienzos del siglo XX la mayoria de los micologos opinaban que
Malassezia furfur era el agente de la PV y Pityrosporum ovale, el de la
dermatitis seborreica y la pitiriasis capitis.

Muchos investigadores dijeron haber aislado el microorganismo (110), entre
ellos Kobner en 1864, Schmitter en 1923, Macleod y Dowling en 1928, y
Morris y Moore en 1938, pero es dudoso que lo hayan aislado e identificado
en forma correcta, porque en sus medios de cultivo no incluyeron lipidos.

En 1904, Sabouraud (115) relacion6 la forma ovalada, la “espora” de
Malassez a “pitiriasis capitis” y la llamé Pityrosporum malassezi, nombre que
fue cambiado por Castellani y Chalmers (108) a “Pityrosporum ovale” en
1913.

A pesar de muchos intentos puede considerarse a Panja (97) como el que
logré en 1927, el primer cultivo de Malassezia dividiendo a este género en
tres especies distintas implicadas a su vez en otras tantas patologias
diferentes:

Malassezia ovalis: causante de la dermatitis seborreica

Malassezia furfur agente etiolégico de la pitiriasis versicolor.

Malassezia tropica: implicada en la produccion de la pitiriasis alba.

Oto y Huang (100), en 1933 y Rhoda Benham en 1934, aislaron Pityrosporum
ovale (M. ovalis) y demostraron que era lipofilo obligado.

Dodge en 1935 (39) consider6 al género Pityrosporum como sinénimo de
Malassezia incluyendo en su libro las especies: M.furfur, M.ovalis,
M.macfadyeni, M.tropica y M.pachydermatitis (Anexo AA2), esta Ultima
aislada por Weidman en 1925 de un rinoceronte con dermatitis exfoliativa.
Posteriormente se ha obtenido como sapréfito o parasito de la piel de
diversos animales, perros, gatos, elefantes de la India, 0sos negros y
humanos. Es muy frecuente en los perros originando otitis externa. Se
diferencia de Malassezia furfur en que no necesita la presencia de aceite en
el medio de cultivo para su desarrollo y ademas por contener un 56% de
guanina y citosina en el DNA, mientras en M. furfur existe 63% (135). Es una
especie que se aisla muy pocas veces de la piel humana, aunque muchas de
las funguemias por catéter en neonatos mencionadas en la literatura son
debidas a M. furfur y M.pachydermatitis (94)

Benham (14) en 1939 estudio el P. ovale logrando cultivarlo en medios

a los que agreg0 varios lipidos (lanolina, acido oléico).
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Malassezia furfur fue aislada en forma auténtica y caracterizada en 1951 por
Morris Gordon (49-50), quien obtuvo de las escamas de PV, siguiendo una
técnica parecida a la de Benham, una levadura morfolégicamente distinta a
P. ovale por mostrar blastosporas redondeadas y no ovales, denominandola
Pityrosporum  orbiculare, organismo posiblemente relacionado con
Saccharomyces sphaericus de Bizzozero antes mencionado, que crece con
dificultad en medios con &cido oleico y acido linoleico, al contrario de lo que
ocurre con P. ovale. Estas afirmaciones se basaban ademas en que en la
presentacion microscoépica de las lesiones, Malassezia furfur se presenta en
forma de blastosporas (levaduras) y filamentos miceliares cortos, mientras
gue Pityrosporum ovale presenta solo blastosporas.

Al igual que otros, Roberts (112) en 1969, estudid las diferencias en
morfologia celular de tales levaduras tanto en tejido como en cultivo, ha
habido una actitud reacia para colocarlas en taxonomias separadas debido a
la inestabilidad de algunos aislamientos.

Fue entonces Morris Gordon quien colocé a Malassezia furfur en el género
Pityrosporum establecido por Sabouraud en 1940. La relacion de P. ovale
(M.ovalis) y P.orbiculare (M. furfur) con la enfermedad, como entidad clinica
ha estado sujeta a controversia.

Tal situacion llega a aclararse con lo siguiente:

Ya en la primera edicion de “The Yeast A Taxonomic Study “(1952) (91), se
considera el género Pityrosporum con dos especies: P. ovale (patégeno
humano) y P. pachydermatis (de origen animal), a los que Gordon (49)
agrega el P. orbiculare, hecho reconocido en la segunda edicién de “The
Yeast A Taxonomic Study (1970) (123) donde se reconoce que Pityrosporum
y Malassezia son géneros semejantes que representan las fases
levaduriformes y micelial de un mismo hongo, lo que definitivamente fue
demostrado en 1977 al ponerse de manifiesto que cultivos de Pityrosporum
eran capaces de producir micelios (40-80), semejantes a los desarrollados
por Malassezia. Estas y otras experiencias abogaban por la similitud de
ambos géneros (131) por lo que a partir de estos hallazgos la “Comisién
Internacional para la Taxonomia de los Hongos”’(1984) consider6 muy
confuso usar una nomenclatura tan complicada y proponen el término
“Malassezia furfur” (Robin), Baillon 1889; de tal manera que en la tercera
edicion de “The Yeast A Taxonomic Study” (139) se considera como género
el de Malassezia con dos especies: M.furfur, propia del hombre vy
M.pachydermatis, asociada a los animales. El analisis gendmico realizado por
Guého y Mayser (53) (1989) confirman esta division.

El rasgo morfoldgico caracteristico de las levaduras de Malassezia incluyen
una gruesa pared celular multicapa y la produccion de blastoconidias
mediante un proceso de repetitiva gemacion monopolar o simpodial dejando
asi una prominente cicatriz en la célula madre, caracteristicas estudiadas por
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Yarrow & Ahearn en 1984 (139), Simmons & Ahearn en 1987 (120) y
Simmons & Guého en 1990 (122).

En 1989, Midgley (87) realizando estudios con colonias de M. orbiculare, M.
ovale y M. pachydermatis, aisladas y mantenidas durante repiques sucesivos
en su laboratorio, observé que la morfologia se mantenia estable, ademas no
solo diferencié M. orbiculare de M.ovale sino que dentro de este ultimo
distinguio tres formas (forma 1, forma 2 y forma 3), teniendo en cuenta el
aspecto macro morfolégico y micro morfolégico de los cultivos.

Ampliando el estudio con pruebas inmunolégicas y electroforesis de las
proteinas, consideré que sus resultados no tenian suficiente valor taxonémico
aungue le permitieron diferenciar M. ovale, M. orbiculare y M. pachydermatis.

Otros micélogos (101) llegaron a considerar a P. orbiculare como sinénimo de
M.furfur y a P. ovale como una variedad distinta. Sin embargo en repiques
sucesivos, P. ovale adquiere una forma similar a la de P. orbiculare (107) y
viceversa (116)

Sumando las caracteristicas morfolégicas (9) a las propiedades fisioldgicas
(10) e inmunoldgicas (13-70), se ha podido llegar a la conclusion considerada
en la actualidad de que P. orbiculare, P. ovale y M furfur son una misma
especie, denominada Malassezia furfur considerando la ley de prioridad
(44), no tiene discusion y es obligado el uso del término Malassezia (38), y
que es el hongo que aparece en la literatura con el mayor nimero de
sinbnimos a saber.

Antes de los afios 90, las especies de este género podian dividirse en dos
grupos en base al requerimiento de acidos grasos para crecer “in vitro”:

1. Aquel formado por especies capaces de crecer en medios ordinarios, sin
necesidad de suplementos lipidicos, constituido este grupo Unicamente por
M. paquidermatis.

2. Otro grupo constituido por aquellos que para su crecimiento requieren
acidos grasos de cadena larga constituido por M. furfur.

En el aflo 1990, Cunningham et al (34) distinguen dentro de este ultimo grupo
lipo dependiente, tres serotipos (A, B y C) en funcién de diferencias culturales
y antigénicas, ese mismo afio Simmons y Guého (122) afiaden una nueva
especie el género Malassezia: M. sympodialis, la cual fue aislada del
conducto auditivo de un varén sano de 33 afios y del cuero cabelludo de un
francés enfermo de SIDA, quien tenia ademas una tinea capitis.

La especie se caracteriza por ser muy lip6fila y presentar brotes simpodiales
unilaterales o multiples y examinando su pared con microscopio electronico
se observaban pliegues ondulados irregulares y se corresponderia al serotipo
A en la clasificacion de Cunningham et al y la cual se diferencia de M. furfur
por su menor contenido guanina-citosina.
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Todavia en 1992 Kwon-Chung & Bennett (75) se cuestionaban el aspecto de
las tres especies hasta ese momento estudiadas: M. furfur, M. pachydermatis
y M. sympodialis.

Guillot y Guého (56) estudiaron las secuencias parciales del ARNr 255S, con
cepas de M.furfur, M.pachydermatis, M. sympodialis, asi como las variedades
descritas por Midgley y Cunningham et al (35) y llegaron a la conclusion de
gue M. furfur, M. ovale y M. orbiculare corresponden a una misma especie y
gue las variedades de Midgley y Cunningham estan relacionadas con M.
sympodialis y otras especies de Malassezia no descritas.

En el afio 1995 los estudios continuados de Guillot y Guého (57) mediante el
empleo de técnicas de biologia molecular aplicada a la secuenciacion del
ARN ribosémico y los estudios de complementaridad del ADN nuclear
apuntaban a que este género debia diferenciarse en mas especies en base a
los anteriores estudios genéticos y a otros estructurales, fisiologicos vy
morfologicos.

En 1996 cuatro nuevas especies de Malassezia son descritas: M. slooffiae:
aislada de la piel humana y de animales siendo un agente importante en la
flora cutdnea y del cerdo. Las otras tres: M. globosa, M. obtusa y M. restricta
que se diferenciaban entre si por sus caracteristicas morfoldgicas (58-54).

Vemos asi como el género Malassezia ha sufrido diversas revisiones
taxonémicas (90-71). En la ultima reclasificaciéon realizada Gueho y col, se
reconocieron siete especies distintas dentro de este género: M.furfur, M.
pachydermatis, M.sympodialis, M.globosa, M. obtusa, M. restricta y M.
slooffiae (54).

Posteriormente en el afio 2002, se incluyen tres especies mas en el género;
denominandolas: M.dermatis, M.equi y M.nana (129-69). Sin embargo la
aceptacion de estas nuevas especies esta todavia bajo investigacion.

Hay escasa informacion disponible acerca de la epidemiologia y ecologia por
lo cual el significado clinico de estas especies no es completamente
reconocido.

En una reciente revision de la literatura cientifica del afio 2004 (130), y acerca
del tema, se sefiala el hallazgo de Malassezia yamatoensis, aislada en
individuos sano y con padecimiento de dermatitis seborreica y dermatitis
atopica. Se hace mencion de su similitud con M. furfur y M. Orario[Jo en sus
caracteristicas fisiolégicas, utilizacion del tween y temperatura de
crecimiento.

Los mas recientes trabajos de Crespo E.V y col (30) sobre el tema, en el
2000, en donde se reevalia la informacion referente a la ecologia y
patogenicidad de estas levaduras lipofilicas, concluyen que Malassezia
globosa en su fase micelial es el agente causante de PV al menos en las
regiones templadas.
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Se plantea la interrogante (31) de si la PV observada en las zonas tropicales
representa una entidad clinica separada, debida a otra especie distinta.

En resumen teniendo en cuenta todos los trabajos realizados hasta la
actualidad, las especies de Malassezia, dentro del reino de los hongos, se
incluyen en la division Basidiomycota, Clase Heterobasiodiomycetes,
Subclase  Ustilagomycetes  (47), Orden Filobasidiales, Familia
Cryptococcacea, género Malassezia (56-10), como indicamos en Anexo AA3.
(58-18).

D. ASPECTOS DE LABORATORIO:
1. ANTECEDENTES

Desde que Eichstedt en 1846 hizo la primera publicacion de la presencia de
levaduras y filamentos en escamas de pacientes con PV, hasta fecha muy
reciente, el estudio de estas levaduras, incluidas por Baillon en el género
Malassezia (1889), se ha visto rodeado de una gran confusién y suscitado
una enorme controversia, tanto en el aspecto de posicion taxondmica como
en su capacidad patégena.

Las razones de ello radican por una parte en su notable variabilidad
morfolégica reconocida ya incluso por los primeros investigadores y por otra
en sus peculiares exigencias fisioldgicas, que dificultaron su aislamiento en
cultivo. Ademas en el plano patogénico, a su primitiva implicacién en la PV
se sumé su hallazgo en una variedad de procesos morbosos, tanto
superficiales (dermatitis seborreica, foliculitis...) como sistémicos (peritonitis,
sepsis producidas por catéteres i.v) asi como en la piel sana del hombre y de
otros vertebrados superiores

Las siete especies de Malassezia existentes y reconocidas hasta en los
ultimos afios (década de los 90); han sido investigadas desde diferentes
aspectos: micoldgico, molecular e inmunoldgico, como ya se ha mencionado
a través de este escrito. Sin embargo las caracteristicas morfologicas
obtenidas mediante observacion microscépica ha sido la principal sino la
Gnica “herramienta” utilizada por la gran mayoria de los micélogos del mundo
y por muchos afios, para el diagnéstico de laboratorio, se llega solo a
considerar el género.
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2. EXAMEN DIRECTO

El diagndstico de la enfermedad se ha basado entonces y fundamentalmente
en la clinica pudiendo confirmarse con el método tradicional mediante
examen directo de material supuestamente contaminado para lo cual se toma
la muestra del paciente con una tirilla de cinta adhesiva transparente (tape) y
se examina directamente, 0 bien se raspan escamas y hacen preparaciones
hiamedas

A

en laminas portaobjeto con solucién de KOH al 20% para digerir la queratina
(25), o agregando tinta Parker azul oscuro, puede utilizarse también el azul
de lactofenol. Son Utiles también las tinciones de Gram, Giemsa, Pas,
calcofluor blanco etc.

Bajo estas condiciones pueden observarse elementos tales como levaduras o
blastosporas redondas u ovales de pared gruesa de tamafio variado,
filamentos cortos de pared gruesa cuando se encuentran aislados o en
grupos.

En ocasiones los filamentos son méas largos (2,4, 6 5 veces mas de lo
normal). Cuando las blastosporas estan sobre escamas un poco gruesas, no
se visualizan con tanta claridad como las hifas de los dermatofitos, muchas
veces los filamentos aparecen rodeados de una capa oleosa.

La observacion microscépica se realiza bajo aumento de 10x y 40x.

Algunos laboratorios con la facilidad de microscopia que utiliza luz
ultravioleta, pueden observar que el calcofluor blanco (Becton Dickinson
OrarioOorios, Oxford, UK) da una fuerte sefial con Malassezia.
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Examen directo 10 x Examen Directo 40 x

Examen directo 10 x Examen Directo 40 x
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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 morfolégicas y
fisiologicas tipicas. Todas ellas se reproducen mediante una gemacion
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
morfolégicos, con células ovoides y esféricas (2.5-5.0 um de didmetro),
ademas de otras cilindricas de longitud y espesor variable (1.5-3.0x 2.5-8
um), pudiendo llegar a formar filamentos miceliares, espontaneamente 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 lipofila, 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 pequefias 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 exdmenes directos de las escamas de PV. Es lipdfila, se encuentra en
pacientes que padecen tanto PV como dermatitis seborreica (54).

Malassezia obtusa: est4 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).
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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).

4. CULTIVO:

Poco utilizado como ya mencionamos anteriormente, pues, solo se recurre a
él 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 estdn 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).

_ 4 it
Colonias de Malassezia spp en medios de cultivo

En 1987 Leeming y Notman (77) desarrollaron un medio de cultivo especifico
observando que sobre él 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 botén, friables y cremosas
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Grupo C: Colonias de 2-3 mm de didmetro 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 més 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.

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 otras fisiologicas.

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 morfologia colonial y celular y propiedades fisiolégicas las
cuales fueron propuestas por Guillot et al y son: presencia de la enzima
catalasa, tolerancia para crecer a 37°C y capacidad para utilizar tween 20 o
monolaurato de polioxietileno sorbitan que es un detergente no i6nico con
una composicion de 50% de &cido laurico y balance principalmente de acido
miristico,palmitico y estearico, tween 40 o monopalmitato de polioxietilen
sorbitan que es un detergente no i6nico utilizado para lisis de células,
separacion de nucleo y fraccionamiento de células,con 90 % de acido
palmitico y balance de &cido esteéarico, tween 60 o0 monoesterato de
polioxietileno sorbitan con una composicion de 50% aproximadamente de
acido esteérico y balance principalmente de acido palmitico y tween 80 o
monooleato de polioxietilen sorbitan, detergente no idnico utilizado para
extraccion selectiva de proteina y aislamiento de ndcleo de células de
mamiferos, con una composicion de 70% de acido oléico y balance
principalmente de linoléico, palmitico y &cidos esteéricos, como Unica fuente
de lipidos para crecer.

Debido a que en el esquema, se dificultaba la diferenciacion de las especies
M.furfur, M.slooffiae y M. sympodialis, se propuso la introduccion de otras dos
pruebas fisiolégicas como son: la asimilacién de aceite castor y la actividad
de beta glucosidasa (55).
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La diferenciacion de las especies en base a sus caracteristicas fisiolégicas
se resume en el Cuadro 3 tomado de la publicacion 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 incubacion, 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. Tiflendo 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
cultivd 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 metabdlicas son importantes para estudiar la patogenia de las
enfermedades asociadas a Malassezia.

Patel y Noble (98) observaron diferencias en la composicion 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 si 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
emulsionantes 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 determinacion de la
actividad metabdlica de las levaduras mediante cromatografia en capa fina.
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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 ultimo, puede también ayudar a la identificacion de
M.furfur y M.pachydermatis, la determinaciébn del poder inhibitorio del
polidocanol. La especie mas resistente es M.furfur y la méas sensible
M.pachydermatis, reportado por Mayser et al (84)

Las técnicas moleculares han sido utilizadas para estudiar la epidemiologia
de los aislamientos en situaciones donde han ocurrido septicemias en grupos
.La data molecular de varias técnicas a nuestra disposicion aumentara la
precision de la identificacion de especies de Malassezia aisladas de la
poblaciébn 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 diagnostico en enfermedades de la piel ya
gue algunas de las especies pueden aislarse de piel sana. Sin embargo es de
gran interés saber cuales especies estan en efecto asociadas con las
enfermedades bajo estudio y para determinar si el espectro varia con el
diagnéstico clinico, sitio en el cuerpo, origen étnico de la poblacién, clima,
etc.

Ahora es posible dar una identificacion precisa a los aislamientos obtenidos
en estudios experimentales. Mientras que en los primeros afos, 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
antifingicas 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
métodos anteriormente sefialados, somos de la opinion 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
utilizacion 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 sefalan 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.
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Igualmente sefialamos los articulos que se refieren a la identificacion de las
especies mediante hidrolisis de los tween (58) y Cremophor El (55) donde se
evidencia nuevamente ese comportamiento por parte de M.furfur.

CAPITULO 1lI
A.MATERIALES Y METODOS

Muestra

El estudio se realizé 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 solicitdé su anuencia
para participar en el estudio solo aportando su flora normal sin ningun
procedimiento agresivo, ni invasivo al cuerpo.)

Equipos
Microscopio, cdmara de siembra bacterioldgica, incinerador bacterioldgico,
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 continuacion, y el cual fue propuesto
por Gueho 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%
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Agar 1.2%
Cloranfenicol 0.5%
Cicloheximida 1lg/L1

Ajustar el Pha 6.0

Cultivos de Malassezia en agar de Dixon modificado

Se realizé la prueba de catalasa para lo cual fue necesaria la utilizacion de
perdxido de hidrégeno a 10 volumenes

4
Peréxido de

hidrégeno — A

También 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 16 4 %
produciendo gfilucosa y esculetina, que se visualiza en un medio con una sal
de hierro, por formacion de un complejo marrén oscuro.
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Composicién del medio de bilis esculina:

Peptona 50¢g
Extracto de carne 3.0g
Bilis de buey 40.0¢g
Esculina 10g
Citrato férrico 05¢g
Agar 1509
Agua destilada 1L

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 afadi6 el aceite castor puro.

Tvees 0 TeaaulO G e
e ——— Es -*!

."‘?-MZO

Reactivos de Tween
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Coleccién de las muestras

Las muestras procedian de dos fuentes: las que fueron tomadas por el
médico y las tomadas por nosotros, en muchos de los casos el médico apoyd
el diagndstico clinico utilizando ldmpara 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 completé un formulario (Anexo AAl14) y para la toma de muestra
procedimos con lo siguiente:

A los pacientes con sospecha de la enfermedad se realiz6 limpieza previa de
la zona afectada, con alcohol al 70% y raspado de las escamas con un bisturi
0 porta objetos limpios, guardandolas entre dos porta objetos o platos petri
pequefios por no més de 48 horas, hasta el momento de la siembra.

A las personas de piel sana se les froto 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 exdmenes directos se utilizé cinta adhesiva transparente la cual se

aplicé sobre las lesiones y fueron observadas bajo el microscopio con la
tincion de azul de lactofenol o azul de algodon.
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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 AAS5), los cuales fueron incubados a 32° C, temperatura
optima para todas las especies Yy colocados en bolsas plasticas para evitar
desecacion, por un periodo de dos semanas. El crecimiento de las colonias
fue revisado diariamente, observdndose cuidadosamente con una lupa. Se
aplico la tincién de azul de lactofenol para la observacién microscopica de las
levaduras de las colonias. Se confirmd 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.

Aislamientos en medio Dixon

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 322C para cualquier
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eventualidad y posteriormente terminado el estudio procedimos a conservar
nuestra coleccion en crioviales con leche descremada a temperatura de -
70°C.

Cepas de Malassezia en el caldo Dixon

Identificacion:

Los crecimientos obtenidos fueron clasificados de acuerdo a especies
utiizando la prueba de catalasa: aplicando una gota de perdxido de
hidrogeno de 10 volimenes a una porcién del cultivo colocado sobre un
portaobjeto, o directamente sobre el plato de cultivo. La produccién de
burbujas de gas indic6 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.

<
S
3

Prueba de catalasa positiva

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

Negativa

Prueba de esculina

Fueron aplicadas también las otras pruebas sefialadas en el cuadro que para
tal fin establecié 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 modificacion 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 asimilacion de los tween, utilizamos un procedimiento
gue 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 llevarla a
una concentracion 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 mezcl6 en un vortex para homogenizar.

Tubos con la suspensién de levadura

Se dividi6é 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
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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 humedo y evitar resequedad. Al cabo de
dicho periodo se evaluo la utilizacion 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.

Pasando el hisopo con la suspensién sobre el
Plato de Mycosel.

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 informacion
procedente de los pacientes y un cuadro con las diferentes variables
consideradas en el estudio (Anexo AA15).

El andlisis epidemiolégico se realizé6 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

Exdmenes 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 excepcion de M. globosa (Anexo AB7 y AB8).

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

En otros casos a pesar de ver en el examen directo formas similares con
variaciones en tamaiio, al cultivo resultaban ser especies diferentes. (Anexo
ABlly AB12)

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
AB13y 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 (Anexo AB18)

Siguiendo los pardmetros 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 realiz6 la tincion de
azul de algodon para corroborar la morfologia ya que otras 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).
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Algunos aislamientos los obtuvimos puros tal como observamos en anexos
AB20, AB21y AB22 y otros con mezcla de dos levaduras del género
Malassezia como sefalamos anteriormente.

Se hicieron preparaciones en azul de algodon 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 la suspension con solucion 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 inhibiciébn con el mismo.
(Anexo AB27)

La humedad proporcionada por la incubacion 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 asimilaciéon del tween.
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F 1. Casos de PVy controles (sin patologia) segun sexo

150+

100+

50+

O,
PACIENTES CONTROLES
O FEMENINO 74 87
B MASCULINO 76 63

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

En la figura 1 sefialamos que de 150 pacientes positivos 0 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 infeccién, hubo una recuperacién del microorganismo buscado de 108 (72%)
cultivos y solo 42 (28%) no fue recuperado.
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F 3. Recuperacion 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

m CULTVOS PV 31 100 19
0O CULTIVOS POSITIVOS 24 73 11

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

La figura 3 nos permite observar como se distribuyd por edad nuestra poblacion estudiada
de acuerdo a tres grupos, ademas nos informa la grafica 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 afos, 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 Orario
en pacientes con PV

FRECUENCIA POR MALASSEZIA SPP SEGUN GRUPO ETARIO EN PACIENTES CON PV

150

130+

1104

90+

70+

50+

30+
10+

-10-

<=14 15-49 >=50
mPOSITIVO 24 73 11
ONEGATIVO 7 27 8

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

La figura 4 relacionada con la gréafica 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. Recuperaciéon 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 recuperd 57 (38.0%)
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F 6. Frecuencia de positividad por Malassezia spp segln sexo en
pacientes con PV

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

80+

60+

40+

20+

04

FEMENINO MASCULINO
mPOSITIVO 51 57
ONEGATIVO 23 19

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

La figura 6 esta 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 ocupacion

No. CASOS
100
80 [~
60 [~
40 |-
20 |-
0 J [
AVADECASA ADMIN DOCENTE ESTUD TRAB.DESALUD O.PROF OTROS
PvO 4 19 6 86 11 10 14
SIN PV 15 10 6 78 23 8 10

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

La figura 7 nos presenta una comparacion entre la poblacion 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 funcidén 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 ningun 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. Recuperacion de Malassezia spp en la muestra estudiada segun
ocupacion

% DE RECUPERACION

100

80 |---

60 |---

40 G---

20 |

0

AMA DE CASA ADMIN DOCENTE ESTUD [TRAB. DE SALUD O. PROF OTROS
PvO 25 63.15 83.33 73.25 63.63 90 78.57
SIN PVEI 86.66 80 66.66 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 recuperacion 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.



42

F 9. Frecuencia de aparicion de Malassezia spp en la muestra

estudiada segun ocupacion

% DE POSITIVIDAD POR OCUPACION
70

L e
BO f-------------—-—-—-——-——————--["" NEN - __________
40 - m e
30 f-----mmmmmm—m oo
20 fo---mmmmmmm—— oo
N ] 7777777777

0 m
AMA DE CASA ADMIN DOCENTE ESTUD _ |TRAB.DE SALUD O.PROF OTROS
PvO 092 1111 462 583 648 833 1018
SIN PV 171 1052 131 5131 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 aparecié
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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F10. Distribucion de la PV por sitio anatobmico segln sexo

30

25 -,

20 -1 | -

15 -1 | B

0

TORAX ABDOMEN ESPALDA CARA CUELLO
FEMENINAD| 23 5 23 25 5
MASCULIN @& 15 9 26 22 2

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

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 area del tronco en torax,
abdomen y espalda y obtuvimos 38 casos en torax, 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 area 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 anatomicas afectadas. (ver
cuadros en anexo)
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F11. Distribucion de pitiriasis versicolor y Malassezia spp por sitio

anatomico
(26.0%)
60 H  |------- Ll (25.34%) ] - - - - - - ___
(18.49%)
(15.00%)
20 Hoeom - (23.90%)} [ (2293%) __ __ __ _______ (17586%) | - _ __________
' (3.42%)
4.10% 3.42%
(6.83%) ( ) 2.05% ( ) 2.05%
0 (3.41%) - (3.90%) E
TORAX ABDOMEN ESPALDA CARA CUELLO BARBA BRAZOS PIEERNA IGENERALIZADA
MALASSEZIA SPPO]| 27 5 38 37 6 3 22 5 3
‘ PVO 38 14 49 47 7 3 36 8 3

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

Figura 11: comparamos aqui la infeccion en 205 sitios anatdmicos con los 146 aislamientos
de Malassezia spp obtenidos. Asi: de 38 casos de PV en torax 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)
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F12. Distribucion de PV por sitios anatédmicos segln grupos etarios

DISTRIBUCION DE PV POR SITIOS ANATOMICOS SEGUN GRUPOS ETARIOS

CASOS PV

<=14 15-49 >=50

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

En la figura 12 vemos que el grupo menor o igual a 14 afios present6 47 casos de PV
(22.92%), en el grupo de 15 a 49 afios se presentd 131 casos (63.90%) y en el grupo mayor
o igual a 50 afios fueron 27 casos (13.17%) (ver cuadro en anexo)
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F13. Distribucion porcentual de especies de Malassezia en pacientes

con PV

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE ESPECIES DE MALASSEZIA EN PACIENTES CON PV

M.furfur-M.slooffiae, 2.67%

M. furfur-M.globosa, 0.67%

M.obtusa, 0.67%

Mslooffiae, 4.67%

M. slooffiae, 0.67%
M.sympodialis, 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 combinacion 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%

0,
M. globosa  11,4% M. obtusa 1,42%

M. slooffiae 4,3%
M. sympodialis 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 térax, 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 torax solamente, para Malassezia spp fueron 2 en térax y 9 en espalda haciendo un total
de 11(15.71%). Refiriéndonos a la recuperacion en tronco vemos entonces que de un total
de 38 pv en térax. 27 cultivos 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 anexo)
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F17. Distribucion de Malassezia spp en cabeza de pacientes con PV

M. furfur
71,1%

Malassezia spp
4,4%

M. slooffiae
11,1%

M. sy mpodialis
8,9%
M. globosa
4,4%

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

En la figura 17 y con relacion 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,l 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 recuperacion 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%
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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 piernas,
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 recuperaciéon se dio de la siguiente forma: de un total de 36 pv en brazos, 22 fueron
cultivos positivos y de 8 pv en piernas, 5 fueron positivos. El total de recuperacion se dio en
un 61.36%.
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F19. Frecuencia de positividad por Malassezia spp en controles sin
patologia segun grupo etario

FRECUENCIA DE POSITIVIDAD

60 | --------

50 --------

40 |

30

20 A

10 |

0

<= 14 ANOS 15 A 49 ANOS >=50 ANOS
POSITIVOEO 40 51.45 51.35
NEGATIVOS= 60 48.54 48.64

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

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 segun sexo

100%
80% | - -
48.21 % 50.79 %
60% - -
40% | - -
20% |- -
0%
FEMENINO MASCULINO
NEGATIVOS O 42 32
POSITIVOS 45 31

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 positivos 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
Relacion al tratamiento previo

Recuperacion de Malassezia spp.

Sl 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
habian recibido algun 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 andlisis 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 cultivo 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 recuperacion 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 recuperacion 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 45.33 46/67.64 22/32.35
Positivo L 63 42 45/71.42 18/28.57
h 5 3.33 3/60 2/40
Total 150 100 94/62.66 55/36.66
Negativos 14 9.33 1/7.14 13/92/85

hyl= hifasy levaduras
| = levaduras
h= hifas

El cuadro nos informa sobre las diferentes formas como se presentd el género Malassezia
al examen directo en los 150 pacientes que padecian de pitiriasis versicolor. Asi vemos que
de 150, 68 representaron hifas y levaduras, 63 solo levaduras y 5 solamente en forma de
hifas.
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F25 2Positividad 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 2 = 0.69< 3.841 para X* p 0.95
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 >3.84 para X ?p 0.95

Ver Fig.2
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F27 Casos de Malassezia spp de acuerdo a previa evaluacion 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 X ?p 0.95

Ver figuras 13y 15

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

Malassezia spp

Diagnadstico Positivo Negativo Total
de Positivo 24 28
PV Negativo 7 ) 13

Total 31 lg 41

Chi ?=4.89 > 3.841 para X* p 0.95

Ver figuras 4y 19
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F 29 Prevalencia de Malassezia spp en individuos con y sin patologia
de 15 - 49 afos.

Cultivo por Malassezia spp

Diagnostico 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

Diagnaostico 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
metodologia bioquimica y molecular, se han realizado estudios en Francia
(56-57-58), Espafia (4-28-29-30), Japon (129-130), Iran (132), Canada (60),
Argentina (24) y Méjico (68), que se refieren a la epidemiologia de este
género, al cultivo e identificacion de especies y a su asociacion como agente
etiolégico en patologia humana.

La falta de estandarizacién de las preparaciones antigénicas en estudios
inmunolégicos ha sido una gran limitacion 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
gue éste no debe ser el Unico parametro para tal fin, sino servirnos de ayuda
en el diagnostico ya que las formas ovaladas y redondas que presenta la
levadura, pueden sufrir variacion debido al medio de cultivo y a las
condiciones de incubacion 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
opinion 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, Espafia)
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 debié a que en Panama4, la formula comercial
de la tinta no es equivalente. El producto que se comercializa en este lugar
produce un cambio de coloracion (de azul a parpura) al mezclarse con el
KOH, lo que dificulta la observacion microscopica. Por tal razon 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 presento 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 argentino (24) que reporta un 24.3% de
muestras donde se encontr6 levaduras sin filamentos. Contrario a esto,
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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 relacién a la presencia de levaduras solas, nuestra informacion coincide
con el trabajo de Gupta y col (63) en Canadd donde mencionan la
observacién de paquetes densamente compactos de levaduras, a la que
llamaron presentacion 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 sefial6
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 21), 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 sefalar 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 22.

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 periodos mas largos (27).

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

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 adicion
de &cidos grasos preformados en los medios de cultivo (119).

Iniciado el estudio, adicionamos el Cremophor EL como prueba fisiol6gica
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
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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 6xido de etileno actia como un inhibidor para esta especie.
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
gue se trata de cepas de M. furfur atipicas que no lo asimilan. Al respecto
recomendamos el uso de aceite de castor puro en diagndstico y futuras
investigaciones.

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

Haciendo el andlisis relacionado con la positividad de Malassezia spp segun
Sexo en pacientes 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 positivos por pv y los negativos
por pv es estadisticamente significativa dado que Chi® =14.39 >3.84 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 permitié 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 algiin momento de la infeccion.

Resulté estadisticamente significativa la diferencia entre los pacientes
positivos por Malassezia spp previa evaluacién 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 comdn en nifios de regiones de clima
templado

La diferencia entre las dos poblaciones,Malassezia positivo y negativo en
pacientes previamente evaluados por pv es estadisticamente significativa
para grupo etario de 14 afios ya que Chi 2 = 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.
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De nuestros tres grupos de edad; en el de 15-49 afios, encontramos el mayor
namero de casos de PV (100) e igualmente la mayor recuperacion 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 X 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 reduccién 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 infeccion, 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 niumero y distribucién
de los melanosomas, a la peroxidacion de lipidos, y a una inhibicion de la
produccion de melanina por melanocitos debido a que la produccion 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 relacion 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 afios y no por un gran margen el grupo de 15-49 afos (73%).

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

En el parametro de la ocupacion y analizando toda la muestra (fig.8), vemos
gue 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 saprofita es alta y cercana a los de PV.

Revisando como se distribuyé la infeccion y el hongo en los 205 diferentes
sitios anatémicos representado en la figura 11, estos fueron en orden
descendente: espalda, cara, torax y brazos donde mayor y significativamente
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encontramos habitando al microorganismo. En el resto de las areas no
encontramos valores significativos a excepcion de la cara (Anexo BB3)

Analizando como se distribuy6 la PV en estos sitios anatomicos de acuerdo
al sexo (figl0) 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 seria la mas afectada (49
casos. En el sexo femenino hubo una mayor afeccion en el térax (23 casos)
comparandolo con el sexo masculino, esto podriamos atribuirlo a que en la
mujer el tipo de vestimenta estda mas expuesta a los rayos solares en la parte
superior, al uso de cremas y aceites que se piensa aumenta la susceptibilidad
a la infeccion (64), también a la humedad debajo de los senos, el sostén, etc.
Para el andlisis 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 més
alta reiterando la exposicion al ambiente y la sudoracion. En cuanto al
andlisis 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 sudoracion 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 anatomicos
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.
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ESTUDIOS QUE REVELAN HALLAZGOS DE MALASSEZIA SPP EN PITIRIASIS

VERSICOLOR.
Autor, afio, M. furfur | M.globosa | M.sympodialis | M.slooffiae | M.obtusa | M.restricta
pais
CrespoEV.1999 | 1.3 % 84 % 39% 4% * *
Espana
Crespo E V 2000. * 97% 32 % 7% * *
Espafa
Nakabayashi, A. | 5% 55 % 9% 5% * *
2000. Japon
Gupta A K.2001. | 10.8% 252 % 59.4% * * *
Canada
Gupta A K.2001. | 7.8% 17.6% 62.7% 7.8% 3.9% *
Canada
Canteros C E 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% *
2004.1ran
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 Espafia
* * *
Crespo EV * 12% 42 % 5% * *
2000. Esparia
Nakabayashi, 3% 22% 10 % * * *
A. 2000. Japon
Gupta A 11.3% 28.3 % 47.2% 75% * 5.7%
K.2001. Canada
Herndndez H 4.8 % 23.8 % 143 % 9.5% * 47.6 %
F.2003 Mejico
Tarazooie Bita. | 23.3 % 41.7 % 25% 6.7 % * 3.3%
2004.1ran
Quinzada 38 % 4% 6.67 % * * *
M.2006.
Panama.
*

No se obtuvo aislamientos
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Es importante referirnos un poco a la presencia de Malassezia furfur tanto en
forma saprofita como patégena. Sabemos que la superficie de la piel normal
se encuentra colonizada por flora principalmente bacteriana y fungica, la cual
desarrolla un papel importante en la proteccion y barrera cutédnea. La funcion
de barrera de la piel se encuentra determinada por la interrelacion de la capa
cornea y la capa lipidica superficial los cuales determinan la permeabilidad
entre el medio interno y el medio externo. 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
transpiraciéon o hiperhidrosis, la desnutricion y se especula que también
pueda deberse a una predisposicion genética, para lo cual se necesita
realizar estudios que lo sustenten. Dentro de los factores exdgenos 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
gue la Malassezia que forma parte de la flora normal se convierta en
patdgena.

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

Para la distribuciébn 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 colonizacibn por especies de
Malassezia. No se observé diferencia con relacion 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 aparicion 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 oclusion 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 observacibn de morfologias similares con
variaciones en tamafo 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.
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slooffiae, 3 de M. furfur+ M.sympodialis, y 1 de M- furfur + M. globosa. Los
trabajos de Espafa (29, 30) son los Unicos que mencionan la presencia de
combinaciones de dos levaduras siendo M. globosa la principal.

Refiriéndonos al parametro de tratamiento, considerado en este estudio,
podemos sefialar que a pesar de que algunos pacientes habian tomado
tratamiento, reflejaban exdmenes directos y cultivos positivos. Otro grupo de
estos presentaban examenes directos positivos sin recuperacion del hongo y
otros presentaban examenes directos y cultivos negativos, es decir estaban
sanando.

En este mismo pardmetro, de los 150 pacientes con PV, 83 no habian
recibido tratamiento obteniéndose una recuperacion de cultivo de 56.08 %, de
43 con tratamiento se obtuvo una recuperacion de cultivos de 16.89%. Esta
situacion nos hace pensar que podria estar apareciendo algun tipo de
resistencia a los medicamentos que se utilizan.

Aplicando el analisis de oportunidad para la recuperacion obtenemos un
riesgo relativo de 3.32 veces la oportunidad de recuperar el agente en los
casos no tratados con relacion a los tratados, y un riesgo atribuible de
39.19% que se refiere a la oportunidad de recuperacion del agente en
pacientes sin tratamiento. Concluimos que hay un 69.88 % veces la
oportunidad de recuperar el agente en los casos no tratados con relacion al
total de muestras.

Se deriva del estudio que es recomendable suspender el tratamiento
(antimicotico) al realizar el mismo, pues, éste no nos permite saber si la
disminucién en la recuperacion se deba a la presencia del medicamento o su
buena recuperacion se atribuya a que la cepa es resistente a éste.

No queremos terminar nuestros comentarios sin antes sefialar que el examen
directo sera siempre una ayuda y el mejor método de deteccion de la
presencia de Malassezia, es decir es el de mayor sensibilidad aunque no
tenga la mayor especificidad y viceversa, el mejor método de confirmacion
es el cultivo por su mayor especificidad aunque presente menor sensibildad.
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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 &rea mas afectada
tanto para hombres como para mujeres.

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 afos.

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 cultivos 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 afos 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 inhibicion
de la M. furfur por el oxido de etileno contenido en el Cremophor EL.

Sugerimos la utilizaciébn del algoritmo que hemos elaborado para el
procesamiento de la muestra, cultivo e identificacion de las especies de
acuerdo al cuadro propuesto por Gueho 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 permitird conocer mejor el
comportamiento de las mismas.

Proponemos la realizacion de estudios de sensibilidad, o que nos permitira
confirmar las dudas sobre la recuperacién del microorganismo en pacientes
con tratamiento.
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Algoritmo Propuesto pararealizar el diagndéstico de
Malassezia spp.

Muestra
Cinta adhesiva Raspado
Examen Directo Cultivo en Agar Dixon
(Tincion azul de lactofenol) (antes de 2 dias)
KOH 20%, etc) \
Observacion Incubacion (32° C)
Microscopica 10x, 40x y humedad 2 semanas

/

Observacion morfoldgica
macro y microscopica

l

Cultivo en Sabouraud 32°C
Catalasa

Bilis esculina

l

Asimilacién 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 cuestién. Rev.lberoam Micol.
1997; 14: 147-149.
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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

Division: Basidiomycota

Clase: Heterobasidiomycetes

Sub-clase: Ustilagomycetes

Orden: Filobasidiales

Familia: Cryptococcaceae

Geénero: 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, Midgley, 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.




84

AA4. CONSTITUCION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA Malassezia fufur

Neopeptona

Bacto agar

Glucosa

Glicerol monoesterato
Tween 80

Aceite de oliva

100g
18g/
409/l
2.5¢9/l
2.0 ml/
20 ml/I

Después de esterilizado agregar:

Cloranfenicol
Gentamicina
Cicloheximida
Acetona

Agua destilada

Ajustar pH a 6.0.

50mg/I
100mg/I
0.5¢g/1
2ml

10 ml

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

AAS5. MEDIO DE DIXON MODIFICADO

Extracto de malta
Peptona micolégica

3.6%
0.6%

Ox bilis desecada (Oxoid) 2%

Tween 40

Glicerol

Acido oléico

Agar

Cloranfenicol
Cicloheximida
Ajustar el pH a 6.0

1%
0.2%

0.2%

1.2%

0.5%

1g/L1

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 Practiqué de Mycologie Medicale et
Veterinaire.Ed. Mason Paris. 1978; 234.
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AAG. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE MALASSEZIA.

M

Sabouraud 32°C  +

M. . .
pachyder furfur sympodialis sloofiae obtusa globosa restricta

M M M. M.

Dixon 37°C + + + + - - -
Catalasa \% + + + + + -
Esculina \% - + - + - -
Cremophor \% + - - - - -
(A.castor)

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

Tween 40 + + + + - - -
(40%)

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

55. Gueho 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




AA7. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DE PV
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AA9. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN AMERICA CENTRAL
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AA11. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN AFRICA
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AA12. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN ASIA

N

LCalcuta 28%

Nueva Guinea 42%

AA13. MAPA DE DISTRIBUCION DE PV EN EUROPA

SUIFCIA 7o

v
il

RS B &
E ROMA 3.7% b
I °

| MFDITFRRANFO | -—

4




90

AAl4. FORMULARIO CON DATOS DEL PACIENTE

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

Nombre Edad___ Fecha
Procedencia Ocupacion

Teléfono Sexo M H
Apariencia de : | Pitiriasis versicolor. PiZI sana[]

Localizacion: [1 Térax [1 carald Brazosld Abdomen[l] Espalda|:|
Tratamiento [] Si ] No

Especifique

L] Itra [JFluco [] Keto []Selenio Otro

Examen Directo:

Cultivo en medio Dixon. Descripcion:

Morfologia microscopica

Pruebas:
Catalasa ( ) Esculina( ) Tween20( ) Tween40( )
Tween 80 ( ) Cremophor El( )

Diagndstico 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

Toérax

Cara

Barba

Brazos

Abdémen

Espalda

Cuello

Pierna

General

S/Trat

Cltrat

ExD +

ExD -

Crec.+

Crec.-

2 lev.

Especie

© |0 N[O ;| W N (-

=
o

=
[N

=
N

=
w

Fuente

: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama
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AA16. RECUPERACION DE MALASSEZIA SPP EN LA MUESTRA
ESTUDIADA POR GRUPO ETARIO

GRUPO DE CASQOS PV CULTIVOS POSITIVOS
EDAD No. PORCENTAJE No. PORCENTAJE
<=14 31 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 del 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 Panama
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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 Panama
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AA20. CONSTITUCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN OCUPACION

POSITIVOS POR PV

NEGATIVOS POR PV

OCUPACION

AMA DE CASA
ADMINISTRATIV
O

DOCENTE
ESTUDIANTE
TRABAJADOR DE
SALUD

OTRAS
PROFESIONES
OTROS

RECUPERACION
MEDIA

No.

TOTAL

4
19

6
86

11

10

14
150

%
2.70

12.70

4.00
57.30

7.30

6.70
9.30

POSITIVO
POR
MALASSEZIA

1
12

5
63

7

11
108

%
RECUPERACIO
N

25
63.15

83.33
73.25

63.63

90
78.57

68.13%

No.
TOTAL

15
10

6
78

23

10
150

%
10.00

6.70

4.00
52.00

15.30

5.30
6.70

POSITIVO
POR
MALASSEZIA

13
8

1
39

7

76

%
RECUPER
ACION

86.66
80.00

66.66
50.00

30.43

37.50
50.00

57.32%

TOTAL

No. %
19 6.33
29 9.66
12 4.00
164 54.66
34 11.33
18 6.00
24 8.00
300 100%

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama
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AA21. FRECUENCIA DE APARICION DE MALASSEZIA SPP EN LA
MUESTRA ESTUDIADA SEGUN OCUPACION

POSITIVOS POR PV

NEGATIVOS PO PV

- No.
OCUPACION TOTAL %
AMA DE CASA 4 2.70
ADMINISTRATIVO 19 12.70
DOCENTE 6 4.00
ESTUDIANTE 86 57.30
TRABAJADOR DE SALUD 11 7.30
OTRAS PROFESIONES 10 6.70
OTROS 14 9.30
TOTAL 150 100 %

POSITIVO POR % DE TOTAL DE
MALASSEZIA POSITIVOS  CASOS
1 0.92 15
12 1111 10
5 4.62 6
63 58.3 78
7 6.48 23
9 8.33 8
11 10.18 10
108 100% 150

% POSITIVO POR % DE
MALASSEZIA POSITIVOS

10.00 13 17.10
6.70 8 10.52
4.00 1 131
52.00 39 51.31
15.30 7 9.21
5.30 3 3.94
6.70 5 6.57

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 11 4 1 97
PORCENTAJE 60.52 35.71 46.93 53.19 71.42 66.66 30.55 50.00 33.33 473
MASCULINO
No. 15 9 26 22 2 1 25 4 2 105
PORCENTAJE 39.47 64.28 53.06 46.80 28.57 33.33 69.44 50.00 66.66 51.21
TOTAL 38 14 49 47 7 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 51
PORCENTAJE 60.52 35.71 46.93 24.87%
MASCULINO
No. 15 9 26 50
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
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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 Malassezia spp. en Panama

AA25. DISTRIBUCION DE LA PV EN LAS EXTREMIDADES SEGUN
SEXO

BRAZOS PIERNAS TOTAL
FEMENINO
No. 11 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 Panama

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 1.46
BRAZOS 36 17.56
ABDOMEN 14 6.83
ESPALDA 49 23.90
CUELLO 7 3.41
PIERNA 8 3.90
GENERALIZADA 3 1.46

TOTAL 205 100

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama
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AA27. DISTRIBUCION DE PV POR SITIOS ANATOMICOS SEGUN

GRUPOS ETARIOS.

GRUPO TORAX CARA BRAZOS ABDOMEN ESPALDA CUELLO PIERNA GENERALIZADA TOTAL %
ETARIO
<=14 11 14 8 3 5 0 5 0 47 22.92
ANOS
15 - 49 19 28 23 10 38 3 3 2 131 63.90
>=50 8 5 5 1 6 0 0 1 27 13.17
ANOS

Fuente: muestreo de pacientes, 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 4,67
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 4.28
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 Panaméa

AA31. RECUPERACION DE MALASSEZIA SPP EN EL TRONCO DE
PACIENTES CON PV

TORAX  ABDOMEN ESPALDA TOTALES

TOTALES PV 38 14 46 98
NEGATIVOS 11 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 11
% 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 11.11

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 Panaméa
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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. slooffiae 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 11.11
TOTALES 22 5 27 100 %
81.48 % 18.51 %

Fuente: muestreo de pacientes, estudio del género Malassezia spp. en Panama
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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 Malassezia 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. Lesién de PV en
hombro antebrazo

N

AB3. Lesion de PV en cuello y AB4. Lesion de PV en ambos
cara brazos
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ABS5. Lesioén en cuello AB6. Lesion en espalda

AB7. Forma estable de M. globosa AB8. Observacion micros-
al examen directo en 40x copica (40x) de M.globosaen
caldo Dixon
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AB9. M.sympodialis. AB10. Colonias de M.sympodialis
Ex. Directo en 40x en agar de Dixon

AB11. M. furfur y 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. Separaciéon de
+M.furfur en agar Dixon colonias en medio Dixon

M. furfur
MQ
AB15. M. furfur al examen directo AB16 M. sympodialis al examen
40x directo en 40x
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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 algoddn 40x.
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AB25. Levaduras AB26. Control negativo
de M.slooffiae (cultivo ) M.furfur sin tween
en azul de algodon (40x)

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

Cremophor EL

- 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)
n
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




