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SUMMARY



Summary

GONZALEZ-MORAN, Evelyn. Quantitative Analysis of the genus Malassezia
species as cutaneous microbiota in healthy skin of individuals with different
demographic characteristics and health status. Post-doctoral thesis.
Universidad de Alcala. Spain, 2012.

The yeasts of Malassezia genus are part of the regular skin of men and
other vertebrates. The recent description of new species for the genus has brought
interest on their study throughout diverse countries; thus, it's important to carry out
research towards obtaining epidemiological data of Malassezia species in tropical
regions like Venezuela. The goal of the present study is to characterize the
species of the Malassezia genus isolated from healthy skin of individuals
belonging to different age and sex groups, habitats and health status. This study
was performed on healthy skin from 587 people, distributed as follows: 98
newborns (24 hours after birth), 80 children (0 — 6 years), 100 adolescents (12 —
18 years), 56 young adults (19 — 25 years), 100 elderly (60 — 89 years), 25
indigenous children from the Af ethnic group (0 — 6 years), and 80 children with
AIDS (0 — 6 years). Samples were taken using the imprinting with transparent
tape, from areas like the scalp, ear pavilion, chest and back, and then inoculated
in modified Dixon and Sabouraud Dextrose agar media and incubated at 32 C
for 14 days. Identification of species was performed following the guidelines
described by Guého et al, the difussion in Tween test proposed by Gullot et al, the
catalase test, and the use of triptofane as the only source of nitrogen. It was
evident that in the elderly population, 82 (82.0 %) and in the adolescent
population, 80 (80.0 %) were reported as the highest number of individuals
positive to Malassezia spp (p<0.05). A significant difference was obtained between
genders regarding the number of individuals positive to the Malassezia spp., male
118 (57.3 %) positive individuals, and female 88 (42.7 %). It was assessed that
among the healthy individuals population, M. furfur was the predominantly
significant species with 158 (58.7%) isolated, followed by M. sympodialis 71
(26.4%), M. globosa 25 (9.3%) and M. slooffiae 15 (5.6%). When assessing the
isolation of Malassezia spp.in the different anatomical locations studied, it was
observed that in the back, the highest number of isolations was observed, 118
(27.5 %) without statistical significance, also ear pavilion 116 (27.0 %), chest 113
(26.3 %) and scalp 82 (19.1 %). From the 25 Afu children studied, 19 were
significantly positive to Malassezia spp. M. furfur (82.6 %) was the predominant
species (p<0.05), followed by M. sympodialis (19.4 %). The anatomical location
with the highest number of isolations for the ARG children was the ear pavilion
(30.9 %). 66,7 % of the undernourished children studied were significantly positive
to Malassezia spp. M. furfur (91.4 %) was the most isolated species (p<0.05 %).
Important differences were observed among the undernourished children and the
healthy children. 21 children with AIDS were isolated Malassezia spp. The only
isolated species was M. sympodialis. No significant results were obtained when
comparing the population of children with AIDS to the population of healthy
children.

Key words: Yeasts, lipid dependents, Malassezia, colonization, identification,
epidemiology.
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Introducciéon

[.1. HISTORIA

En 1846, Eichstedt describe la presencia de levaduras y micelios en
material obtenido de pacientes con pitiriasis versicolor (pv), reconociendo la
naturaleza fangica de esta afeccién. Hallazgo confirmado en 1847 por Sluyter.
Robin, en 1853, al observar células redondas en la piel de pacientes con caspa,
denomind al agente etioldgico de la pv Microsporon furfur. En 1874, Malassez
informé sobre células brotantes de forma redondas y ovaladas en el estrato
corneo de pacientes con diversas enfermedades de la piel. En 1889, casi medio
siglo después de reconocida la etiologia de pv Baillon utiliza el término genérico
Malassezia en honor a Malassez para nombrar hongos dimérficos observados en
lesiones de pv e identificar a Malassezia furfur como la primera especies del
género. La denominaciéon de la especie hace alusion a las finas escamas, de
consistencia furfurdcea o parecida al salvado, que se desprende de las lesiones

en esta afeccion (Giusano, 2006).

En 1904, Sabouraud propuso el género Pityrosporum para la fase
levaduriforme y mantuvo el nombre de Malassezia furfur para la micelial. Se inicia
asi la coexistencia de dos sistemas taxonémicos Malassezia y Pityrosporum y se
incorporan nuevas denominaciones lo que aumento la confusion y controversia,
todo favorecido por la variable morfolégica y dificultad de cultivo de las levaduras
(Hernandez et al., 2003). Castellani y Chalmers en 1913, fueron los primeros en
lograr cultivar el agente etiolégico de la PV y llamaron Pityrosporum ovale a la
forma oval y en 1951 Gordon designé Pityrosporum orbiculare a las levaduras
esféricas presentes en la piel con y sin lesiones. Este era el primer indicio de que
el agente etiologico de la pv formaba parte de la biota normal de la piel. P.
orbiculare fue asociado a pitiriasis versicolor y P. ovale a Pitiriasis capitis (caspa)

1
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y dermatitis seborreica. Por mucho tiempo los investigadores creyeron que la
forma levaduriforme y la micelial que observaban en las preparaciones
microscopicas de materiales clinicos eran distintos organismos (Giusano, 2006;
Crespo et al., 2002; Guillot et al., 1996). La naturaleza lipofilica de las especies de este
género fue descrita por Benhamn en 1939 Weidman, en 1925, aislé de la piel de
rinocerontes a M. pachydermatis (Padilla, 2005). Dodge en 1935, propuso que esta
levadura no lipofilica aislada de animales fuera incluida dentro del género
Malassezia (Giusano, 2006). Shifrine y Marr, en 1963, demostraron la incapacidad
de estos microorganismos para producir acidos grasos de cadena corta siendo

esta una condicion importante para su desarrollo (Giusano, 2006).

Acton y Panja sugirieron que Pityrosporum era sinbnimo de Malassezia,
pero esta consideracion no recibidé atencion hasta 30 afios después. La razén de
gue la controversia sobre la identidad de M. furfur y Pityrosporum orbiculare duré
tanto tiempo se debi6 a que este organismo en los casos de PV siempre se
presentaba como hifas y esporos mientras que en los cultivos y en piel sana solo

bajo la forma de esporos (Acton et al., 1927).

Evidencias de que Pityrosporum y Malassezia, eran sinénimos fue
revelada por Sternberg et al en la década de los 60, aplicaron la técnica de
inmunofluerecencia y detectaron el mismo componente antigénico para ambos
géneros (Sternberg, 1961). En 1.977, Dorn y Roehnert utilizaron un método de
cultivo que contenia glicerina, glucosa y Tween 80, indujeron la transformacion de
los elementos hifales de P. orbiculare a la forma de células, las caracteristicas
morfologicas fueron estudiadas por scaning de microscopia electronicas (Dorn et
al., 1977). Aceptandose la relacién entre la fase levaduriforme y micelial y la

posibilidad de conversion entre ellas. Posteriormente en 1986, estudios
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micoldgicos, inmunoldgicos y genéticos confirmaron la inestabilidad morfologica
de este hongo y que la levadura (oval o redonda) y el micelio eran sélo estados
simples del complejo ciclo de vida de un mismo hongo. M. furfur describia
entonces solo la fase micelial de un hongo cuya fase levaduriforme recibia los
nombres de P. ovale y P. orbiculare, segun su morfologia. A partir de ese
momento se dejo sin efecto el uso del término Pityrosporum, adoptandose la
denominacion de Malassezia para cualquiera de las formas que se observen de
este hongo (Giusano, 2006). En 1989, Guého y Meyer confirmaron la sinomia de las
especies P. ovale y P. orbiculare al demostrar una complementariedad ADN/ADN

superior al 85% (Guého et al., 1989).

[. 2. TAXONOMIA

La taxonomia del género ha sido muy controvertida desde su creacion por
Baillon en 1889. Hasta 1990, so6lo 3 especies eran conocidas: M. furfur (Robin)
Baillon (1889), M. pachydermatis (Weidman) Dodge (1935) y M. sympodialis
(Simmons) y Gueho (1990). Con el desarrollo de técnicas moleculares y la revision
de las caracteristicas morfolégicas ultraestructurales y fisiolégicas, se han descrito
nuevas especies; M. restricta Gueho, Guillot y Midgley (1996); M. slooffiae Guillot,
Midgley y Gueho (1996); M. globosa Midgley, Gueho y Guillot (1996); M. obtusa
Midgley, Guillot y Gueho (1996); M. dermatis Sugita, Takashima, Nishikawa y
Shinoda (2002); M. japonica Sugita, Takashima, Kodama, Tsuboi y Nishikawa
(2003); M. yamatoensis Sugita, Takashima, Amaya, Saito, Tsuboi y Nishikawa
(2004); M nana Hirai, Kano, Makimura, Duarte, Hamdan, Lachance, Yamaguchi y
Hasagawa (2004). M. equina Nell, James, Bond, Hunt Herrtage (2002); M. caprae
Cabaries, Theelen, Castella, Baekhout (2007). Recientemente se han descrito una

nueva especie aislada de conejo M. ciniculi sp. Cabaries, Vega, Castella (2011).
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Por lo tanto, el género Malassezia esta integrado actualmente por 14 especies, M.
furfur, M. sympodialis, M. restricta, M. slooffiae, M. globosa, M. obtusa, M.
japénica M. yamatoensis, y M. dermatis asociadas a flora normal y a patologias
en humanos y cinco especies M. pachydermatis, M nana, M. equina, M. caprae y

M. ciniculi sp. aisladas en animales (Gonzalez et al., 2009).

La aplicacion de técnicas moleculares, especialmente secuenciacién de
ADN ribosomal, ha permitido encontrar la posicion taxonémica del género
Malassezia incluido dentro del orden Malasseziales, clase Ustilagomycetes,
phylum Basisdiomycota y hasta la actualidad no se han descrito teleomorfos (Fell

et al., 2000; Gupta et al., 2004).

|.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y ESTRUCTURALES

El género Malassezia presentan caracteristicas morfoldgicas vy
estructurales diferentes a los miembros de otros géneros de levaduras. Las
células pueden tener formas globosas a subglobosas, ovales o cilindrica,
dependiendo de la especie (Giusano, 2006). Exhiben dos morfologias, una forma
micelial y una levaduriforme, esta ultima frecuentemente ha sido asociada a la piel
sana y predomina en los medios de cultivos (Guého et al., 1996; Heymann et al., 1986).
In Vitro se ha logrado inducir la formacién de micelios; utilizando medios de
cultivos y condiciones especiales (Dorn et al., 1977; Nazzaro Porro et al., 1977; Salkin et
al., 1977). Aunque no todos los aislamientos de este género son capaces de
producir esta transformacion. Se ha sefialado que ambas formas tienen la misma

capacidad patogénica. (Ashbee et al., 2002; Gupta et al., 2004).

Los miembros de este género se reproducen asexualmente por brotacién
unipolar enteroblastica (Giusano, 2006). La célula madre y la hija estan divididas por

un tabique, separandose por fisidn, dejando este proceso una prominente cicatriz
4
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en la célula madre (Ashbee et al., 2002).

Desde el punto de vista estructural la pared celular es muy gruesa en
comparacion con otras levaduras, mide alrededor de 0,12 micras y representa de
un 26 a un 37 % del volumen total de la célula (Marcon et al., 1992). Esta constituida
principalmente por un 70 % de azucares, 10 % de proteinas y un 15 a 20 % de
lipidos, con pequefias cantidades de nitrogeno Yy azufre (Hechemy et al., 1968;
Thompson et al., 1970). Esta formada por multiples capas, destacandose una capa
externa alrededor de la célula, que contiene lipidos y desempefia un importante
papel en la adhesion del organismo y la membrana citoplasmatica unida
estrechamente a la superficie interna de la pared celular (Mittag, 1995; Barfatani et

al., 1964; Swiff et al., 1965).

El nimero de mitocondrias varia dependiendo de la forma redonda u
ovalada que presenta la célula (Marcon et al., 1992). El nucleo tiene bien definida la
membrana nuclear rodeada por un nucleoplasma homogéneo granular, presenta
vacuolas y un variado contenido lipidico dependiente de la edad de la célula

(Barfatani et al., 1964).

l.4. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

La fisiologia de estas levaduras es dificil de estudiar debido a los
problemas de fiabilidad de los medios de cultivo y el mantenimiento del organismo
(Ashbee et al., 2002). La principal caracteristica es que son obligatoriamente

dependiente de lipidos (Coutihno et al., 2000)

En relacién a los requerimientos lipidicos de estas levaduras, se ha
sefialado el interés por el acido oleico (Gonzalez et al., 1999) y en general la

dependencia de una fuente externa de acidos grasos se atribuye a la incapacidad
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de sintetizar acidos grasos saturados entre 12 y 14 atomos de carbonos de
longitud (Leeming et al, 1987) como es el acido miristico. Curiosamente, en
Malassezia, la sintesis de acidos grasos de cadena superior si es posible como
también lo es la interconversion entre acidos grasos saturados e insaturados.
Esos acidos grasos son indispensables para la formacién de estructuras
morfolégicas de las levaduras de manera que la incorporacién de diferentes
fuentes lipidicas llega a condicionar la morfologia microscépica. Por otro lado se
ha demostrado la sintesis de ésteres alcohdlicos de acidos grasos libres previa a
la hidrolisis de triglicéridos en todas las especies de Malassezia excepto en M.
furfur, pudiendo contribuir a la formaciéon de acidos grasos libres en la superficie
de la piel (Silva et al., 1997). M. pachydermatis es la Unica especie del género que

no requiere de sustancias lipidicas para su desarrollo (Giusano, 2006; Coutihno et

al., 2000).

La fuente de lipidos utilizados durante el crecimiento afecta la composicion
de los &cidos grasos del organismo, lo que sugiere que estos no se utilizan como
fuente de energia, sino que se incorporan directamente en los lipidos celulares sin

gue se metabolicen (Caprilli et al., 1973).

Benhan sefialé en 1939, que Malassezia es incapaz de fermentar azucares
Usa los lipidos como uUnica fuente de carbono (Nazzaro-Porro et al., 1976). NoO
requiere de vitaminas, oligoelementos o electrolitos para su desarrollo y utiliza
preferentemente la metionina como la Unica fuente de azufre, pero también la
cisteina (Brotherton, 1967). Como fuente de nitrégeno usa muchos aminoacidos, asi
como sales, de amonio (Mayser et al., 1998). Aunque estos microorganismo son
cultivados in vitro en condiciones aerdbicas, también son capaces de crecer en

baja presencia de oxigeno y en anaerobiosis (Faergemann et al., 1981).
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Las especies de Malassezia elaboran una serie de enzimas y metabolitos.
Tienen actividad lipofilica, tanto in vivo como in Vitro (Catterrall et al., 1978; Marples et
al., 1972) lo que indica la produccién de una lipasa. Esta se encuentra en la pared
celular en sitios de la membrana, y el citoplasma (Catterrall et al., 1978; Ran et al.,
1993). In vitro, produce fosfolipasa la cual provoca la liberacibn de &acido
araquidonico en lineas celulares HEP-2 (Plotkin et al., 1998). Se ha sefialado como
un mecanismo por el cual estas levaduras pueden desencadenar la inflamacion
de la piel (Graves et al., 1988). Las especies de este género producen una enzima
lipoxigenasa, como lo demuestra su capacidad para oxidar &acidos grasos

insaturados libres y esterificados (esculeno y colesterol) (Nazzaro-Porro et al., 1986).

La produccion de lipoperoxidos puede dafar las membranas celulares e
interferir con la actividad celular, mecanismo que se ha propuesto como causa de
las alteraciones en la pigmentacién de la piel asociada a pitiriasis versicolor (Lucas
et al., 1996). Otro metabolito es el acido azelaico, el cual se produce cuando
Malassezia se cultiva en presencia de acido oleico y es un inhibidor competitivo
de la tirosinasa, enzima implicada en la produccién de melanina (Nazzaro-Porro et
al., 1978), Ademas impide la proliferacion de varias lineas celulares tumorales

(Picardo et al., 1985).

I.5. CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS
1.5.1. Antigenos presentes en Malassezia

De los multiples antigenos de Malassezia, un limitado namero han
sido estudiados y caracterizados. En 1997, se describi6 el primer antigeno, MALf
1 se encuentra en la superficie celular, secretado por proteinas de la membrana o

pared celular, tiene una masa molecular de 37 KDa (zargari et al., 1997).
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MALf 2 y MALf 3 son antigenos con una masa molecular de 21 y 20
KDa respectivamente, se ha sugerido que son dimeros de una misma proteina
unidos por enlaces disulfuro. Presentan un 51 % de secuencias homologas entre
ellos y con proteinas de la membrana peroximal de Candida boidinii, pero no

presentan secuencias homologas con MALf 1 (Yasueda et al., 1998).

Mediante técnicas de electroforesis de gel de poliacrilamida (PEGE)
e inmunoblots fue estudiado el antigeno MALf 4, proteina que contiene 315
aminodacidos, una masa molecular de 35 KDa y presenta un 57 % de secuencias
homologas con Saccharomyces cerevisiae. LoOs pacientes con dermatitis
seborreica reaccionan en un 83 % de los casos con MALf 4, indicando que es un

antigeno importante (Onishi et al., 1999).

MALf 5 tiene una masa de 18,2 KDa y 58 % de secuencias
homologas con MALf 2 y MALf 3 (Lindborg et al., 1999). El antigeno MALf 6 con una
masa de 17,2 KDa y el MALf 5 tienen la capacidad de reaccionar con el suero de
pacientes con dermatitis seborreica. Otros antigenos han sido secuenciados como
son el MALf 7, MALf 8 y MALf 9. MALf 7 de 16,2 KDa posee 141 aminoacidos,
MALf 8 de 19,2 KDa tiene 179 aminoacidos y MALf 9 de 14,0 KDa 126
aminodacidos (Rasool et al., 2000). Todos reaccionan con sueros de pacientes con
dermatitis seborreica y ninguno presenta  secuencias homologas. Se ha
caracterizado de Malassezia globosa un antigeno de 46 KDa, el cual reacciona

con el suero de pacientes con dermatitis atépica (Koyama et al., 2000).

De los estudios realizados sobre los antigenos del género
Malassezia se puede concluir que: 1.- Existe una variedad de grupos de
antigenos de alto y bajo peso molecular, tanto de proteinas como de

carbohidratos. 2.- Ambos son de gran importancia, como el mannan polisacarido
8
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de alta masa molecular. 3.- El uso de medios de cultivos liquidos o soélidos tiene
poco efecto en la presentacion de antigenos por Malassezia. 4.- El niumero de
antigenos de proteinas disminuye en la medida que aumenta el tiempo del cultivo,
después de 4 dias o mas. Mientras que los antigenos de carbohidratos
permanecen estables sobre los 21 dias de cultivo. 5.- La estabilidad de los
antigenos varia dependiendo de la temperatura de almacenamiento. La mayoria
de los antigenos descritos son labiles a temperatura ambiente o temperaturas
mas altas y se degradan luego de 1 mes de almacenamiento. Para su
conservacion se recomienda se guarden a temperaturas de 4 °C la mayoria a esta
temperatura pueden durar hasta un aflo almacenados. 6.- Malassezia es un
organismo complejo de acuerdo con la expresion de antigenos que varia
dependiendo de la etapa del ciclo de desarrollo en el cual se encuentre. Los
antigenos provienen de la pared celular o de componentes citoplasmaticos y
estan presentes en las primeras etapas del crecimiento de este hongo. Los
antigenos de carbohidratos como el mannan o monoproteinas se mantienen

durante todo el ciclo de crecimiento de Malassezia (Ashbee et al., 2002).

[.5.2. Inmunidad no especifica e inmunomodulacién por Malassezia
1.5.2.1. Activacion de la cascada del complemento

El sistema de complemento esta constituido por mas de 30 proteinas
del plasma y membrana celular, que desempefian una funcion clave en el proceso

de defensa del individuo.

Se conoce que el complemento actia de tres maneras
principalmente. La primera funcién es provocar la lisis de células, bacterias y
virus recubiertos. La segunda es mediar el proceso de opsonizacion en el cual

células ajenas, bacterias, virus, hongos entre otros, son preparados para la
9
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fagocitosis. El proceso incluye recubrir la célula extrafia con fragmentos
especificos del complemento que puedan ser reconocidos por receptores en la
superficie de las células fagociticas. La tercera funcién consiste en la generacion
de fragmentos peptidico que regulen las caracteristicas de la respuesta
inflamatoria e inmunitaria. Estas proteinas tienen una funcion importante en la
vasodilatacion en el sitio de la inflamacion, adherencia del fagocito al endotelio del
vaso sanguineo, salida del fagocito del vaso sanguineo, migracion dirigida de las
células fagociticas hacia areas de inflamacion y finalmente la eliminacién del
agente infeccioso. La mayor parte de las proteinas de accién temprana del
complemento, estan presentes en la circulacion en forma inactiva. Sufren

activacion secuencial para causar sus efectos biologicos (Stite et al., 1991).

Se ha demostrado la habilidad de Malassezia para activar el
complemento tanto por la via clasica como por la alterna. La intensidad de la
activacion de la via alterna y clasica depende de la concentracion de la pared
celular y del tiempo de exposicion. Se ha senalado que le B glucan de la pared
celular de Malassezia podria ser el responsable de activar la via alterna. La
capacidad de Malassezia de activar el complemento se ha sugerido como un
mecanismo responsable de la inflamacién asociada a dermatitis seborreica. La
inflamacion mediada por el complemento se ha demostrado en muchas
dermatosis como acné vulgar, psoriasis, dermatitis seborreica entre otras.
Estudios inmunohistoquimicos de la dermatitis seborreica han encontrado
depositos de C3 presentes en las lesiones, localizados solamente alrededor de

células de Malassezia (Ashbee et al., 2002).

1.5.2.2. Fagocitosis de Malassezia

La fagocitosis de microorganismos es un importante mecanismo de
10
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respuesta inmune no especifica para su remocion.

Los receptores involucrados en la uniébn de Malassezia y los
fagocitos han sido caracterizados en humanos, receptores de la linea celular
monocitica, B glucan y receptores tipo 3 de la via alterna del complemento. Se ha
observado que monaocitos de la linea celular THPI al ser estimulados por células
de Malassezia muertas por calentamiento incrementan la produccién de IL-8,
mientras que la estimulacion de la linea celular HL-60 de G\granulocitos
aumentan los niveles de IL-8 y IL-1a. Células de Malassezia vivas y opsonizadas
provocan una mayor estimulaciéon que las no opsonizadas y vivas. El efecto de la
IL-1a activa linfocitos, quimiotaxis, neutrofilos e inducen la inflamacion; mientras
que la IL-8 activa la quimiotaxis, neutrofilos y linfocitos T. La interaccion de
Malassezia con células fagociticas puede servir para amplificar la respuesta
inflamatoria y estimular el posterior reclutamiento de fagocitos. En la piel las
células de Langerhams son capaces de presentar antigenos a los linfocitos T,
desencadenando una respuesta inmunitaria especifica y no especifica (Ashbee et

al., 2002).

1.5.2.3. Inmunomodulacion por Malassezia

Malassezia sp. es un saprofito de la piel y se ha asociado con varias
enfermedades cutaneas, como pitiriasis versicolor, foliculitis, dermatitis
seborreica, dermatitis atépica, pustulosis cefalica neonatal y psoriasis (Shamusset

et al., 2006).

Se ha estudiado la capacidad inmunomoduladora e invasiva de este
organismo y se demostr6 que modifica la sintesis de citocinas proinflamatorias e

inmunomoduladores al disminuir la IL-1, inhibir la IL-6 y el TNF y al aumentar la

11
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IL-10 y el Factor de Crecimiento Transformante-1. La supresion de la respuesta
inflamatoria inducida por este hongo tiene un papel importante en la cronicidad

(Shamusset et al., 2006).

Los lipidos y glucanos de la pared celular tienen un efecto
inmunosupresor en las células del huésped inmunocompetente; disminuyen la
actividad fagociticas de los macréfagos, modifican la liberaciéon de citocinas por los
linfocitos en sangre periférica (disminuyen la IL-2 y el Interferébn y aumentan la IL-

10) e incrementan los leucocitos circulantes (Shamusset et al., 2006).

[.5.3. Sistema inmunitario de la piel.

1.5.3.1. Respuesta inmunitaria no especifica a Malassezia en individuos

sanos.

Las levaduras del género Malassezia son comensales cutaneos y su
primer contacto con el sistema inmunitario de los humanos es probablemente a
través de la via del sistema inmunitario de la piel, la cual es considerada como el
organo mas grande del cuerpo y sirve de interfase entre el huésped y el medio
ambiente. Se encuentra constantemente expuesta a muchos antigenos, tanto de
comensales como de poblaciones transitorias de microorganismos. Actualmente
se conoce que la piel es un 6érgano complejo que tiene un importante papel en la

respuesta inmunitaria especifica y no especifica (Ashbee et al., 2002).

La piel es una barrera fisica para la infecciones; sana e intacta es
relativamente resistente a muchos microorganismo. La presencia de flora
comensal en la piel es una importante defensa inmunitaria no especifica. Las
especies de Malassezia como flora normal presentan resistencia a poblaciones de

otros microorganismos, principalmente a bacterias compitiendo por nutrientes y

12
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espacio, impidiendo que patdgenos intenten colonizar la piel. Por otra parte la
descamacion que ocurre constantemente en la piel, la cual aumenta durante la
inflamacion causa la perdida de microorganismos que estan colonizando esas

células, impidiendo que infecten capas mas profundas de la piel (Leeming et al.,

1989; Berk et al., 1976).

Ademas de la funcion de barrera de la piel y su flora normal, los
fagocitos son importantes en la respuesta inmunitaria no especifica cutanea; ellos
pueden atacar organismos mediante mecanismos oxidativos y no oxidativos
provocando su remocién. Muchos microorganismos como los dermatofitos,
levaduras y bacterias activan la via alterna del complemento, causando la
produccion de moléculas con actividad quimiostatica por neutrofilos. De este
modo estas células pueden ser reclutadas dentro de la piel por la presencia de

microorganismos (Davies et al., 1984).

Otro factor involucrado en esta respuesta no especifica son los
lipidos encontrados en las escamas y cabellos de los individuos adultos, los
cuales tienen propiedades fungoestatica para ciertos dermatofitos (Bibel et al.,
1993), la presencia de proteinas fungicidas en la epidermis y el efecto inhibitorio de

la transferrina insaturada para los hongos (Kashima et al., 1989).

[.5.3.2. Respuesta inmunitaria especifica a Malassezia en individuos sanos

La respuesta inmunitaria especifica de la piel es celular y humoral,
en la celular participan queratinocitos, células de Langerhams, células
mononucleares, mastocitos, células endoteliales y linfocitos T. Mientras que en la

respuesta humoral el complemento, IgG, IgE, IgA secretora Yy varias citocinas

(Ashbee et al., 2002).

13
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Las células de Langerhams se deriban de precursores de la médula
O0sea y estan presentes en la dermis de la piel realizan presentacion antigénica.
Estas células inmaduras expresan poco complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il y son capaces solo de presentar antigenos a linfocitos T virgenes. Bajo la
influencia del TNF-a y el Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y
Macroéfagos, liberados por queratinocitos, las células de Langerhams maduran y
drenan a los ganglios linfaticos para procesar antigenos. Aqui comienza una
potente inmunoestimulacion celular presentacion antigénica especifica a los
linfocitos T. Las células endoteliales presentes en la pared de los vasos
sanguineos de la piel, comienzan a expresar moléculas de adhesion clase |,
debido a la produccién de IL-1 y TNF-a por queratinocitos. Los linfocitos T son
capaces de adherirse a las células endoteliales y migrar fuera de los vasos
sanguineos por diapédesis alrededor de los tejidos. Una vez en la dermis los
linfocitos T secretan INF- y, el cual induce la expresion molecular de adhesion
intracelular en las células endoteliales e incrementan la expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad en los queratinocitos y células de Langerhams. Los
macrofagos son activados dentro de la piel y su funcion celular presentadora de

antigenos a los linfocitos T amplifica la respuesta (Ashbee et al., 2002).

Un grupo de células ausentes en la piel son los linfocitos B. A pesar
de esto se conoce que las inmunoglobulinas especificas a la flora normal se
producen en individuos sanos (Cunningham et al., 1992) y que las IgG, IgM, IgE y la
IgA secretora estan presentes en el sudor humano, protegiendo a la piel del
acceso de microorganismos (Ingham et al., 1981). El uso de técnicas
inmunohistoquimicas han demostrado que los organismos comensales (especies

de Malassezia, Corynebacterium, entre otros) presentes en la superficie de la piel
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sana son cubiertos con inmunoglobulinas. Asi, los anticuerpos producidos contra
la flora comensal estan disponibles al alcance y ataque de estos organismos en la

piel (Ashbee et al., 2002).

Se ha sefialado que la respuesta inmunitaria especifica es la
principal defensa contra las infecciones causadas por hongos (Casadevall et al.,
1998). La alta incidencia de dermatosis asociada a Malassezia en pacientes con
inmunodeficiencias celular sugiere que la inmunidad celular es importante para
mantener a los organismos comensales. La pitiriasis versicolor es mas frecuente
en individuos con transplantes renales y en pacientes que reciben esteroides, la
foliculitis frecuentemente se observa en pacientes con transplantes de médula
O0sea y la dermatitis seborreica es muy alta en personas con SIDA. Se ha
sefalado que la respuesta inmunitara especifica a Malassezia como flora normal,
permanece a lo largo de la vida, pero se sugiere que podria disminuir con la edad

como ocurre en la respuesta de tipo humoral (Ashbee et al., 2002).

1.6. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Las especies de Malassezia a excepcion de M. pachydermatis son
dependientes de lipidos por que requieren de acidos grasos de cadena largas
para el crecimiento. El habitat natural de este género es el estrato corneo de la
piel y mucosas de animales homeotermos entre los que resultan caracteristicos el
perro, el gato y el hombre. La alta presencia de determinados tipos de &cidos
grasos libres y triglicéridos en la piel del hombre promueve el desarrollo de
Malassezia. La utilizacion de esos lipidos hace que la presencia de estas
levaduras sea mayor en aquellas zonas con abundancia de glandulas sebaceas
como espalda, pecho y cuero cabelludo (Juncosa et al., 2002). Se ha demostrado la

existencia de cierta especializacion en cada especie por un tipo de lipido, lo que
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denota la existencia de diferencias metabdlicas entre ellas; hecho que no solo es
importante para la identificacion de las especies de Malassezia en el laboratorio,

sino que tiene relevancia clinica (Silva et al., 1997).

En cuanto a la colonizacion de la piel sana por especies de Malassezia se
ha sefalado que comienza durante las primeras semanas de vida, alcanzando
niveles del 30 % al cabo de un mes (Belf et al., 1988). Sin embargo, se ha reportado
ausencia de colonizacion en nifios recién nacidos a término, sugiriéndose que no
es probable la trasmision de Malassezia desde la madre al nifio durante el

nacimiento (Marcon et al., 1992).

Investigaciones realizadas en hospitales de Rochester y Phyladelphia
demostraron una colonizacion de la piel menor del 5% en los primeros tres meses
de vida (Belf et al., 1988; Aschner et al., 1987). En Tailandia se reporté que el 47% de
los nifios que tenian de 1 a 5 dias de nacidos estaban colonizados con
Malassezia furfur, sefialandose algunas diferencias entre la influencia de los
factores genéticos y ambientales en la colonizacién, algunos datos apuntan que el
principal factor que contribuye en la colonizacion de la piel de los recién nacidos e

infantes son los ambientales (Marcon et al., 1992).

En nifios menores de 10 afios la colonizacion es baja, pero durante la
edad prepuberal y puberal, debido al aumento de la actividad de las glandulas
sebéaceas, la colonizacion es mayor (80 al 90 %) en la edad adulta (Juncosaet al.,
2002). Investigaciones realizadas han sefalado una frecuencia del 11,8 % en
menores de 15 afios y una prevalencia del 11 % en lactantes (Gupta et al., 2001) Se
ha sugerido un descenso en la colonizacion por estas levaduras a medida que se
incrementa la edad (Gupta et al., 2004; Tarazooie et al., 2004; Guého et al., 1998).

Afirmacion que contrasta con los resultados obtenidos por Gupta et al., (2004)
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donde el mayor nimero de aislamientos (93,3 %) se presentd en el grupo etario

mayor de 60 afios de edad.

El reconocimiento cada vez mayor de Malassezia como agente causal de
fungemias relacionadas con el catéter en recién nacidos prematuro ha impulsado
el estudio de las tasas de colonizaciéon en nifios prematuros y a término. Estas
tasas registraron rangos del 37% a un 100% en hospitalizados. Factores tales
como la edad gestacional, bajo peso al nacer y prolongados periodos de

hospitalizacion, pueden predisponer a la colonizacion en este grupo (Ashbee et al.,

2002).

Se estima que Malassezia spp puede aislarse del 90% de la piel de
individuos sanos; la colonizacién de estas levaduras parece estar influenciada por
factores raciales, sexuales y cambios estacionales siendo mas aislada en épocas
calidas y humedas. Es posible que factores climatolégicos jueguen un papel
importante en las especies de Malassezia presente en la piel sana, por ejemplo se
ha sefialado que M. sympodialis es mas comun en climas frios y M. globosa en
climas calidos con locacion tropical (Gupta et al., 2004). Estudios realizados en
Espafia y Japdn reportan un predominio de M. sympodialis en piel sana, mientras
que en el Reino Unido M. globosa, M. sympodialis y M. restricta son mas
comunes en nifios y adultos, observandose pocos aislamientos de M. furfur,
sefialandose que esta especies es muy frecuente en piel sana de individuos que

habitan en areas tropicales (Miggley, 2000).

En individuos sanos, las especies de Malassezia varian de acuerdo a la
region corporal estudiada. De tronco se ha aislado M. sympodialis, M. globosa, M.
furfur y M. slooffiae, en el cuero cabelludo ademés de estas especies se ha

aislado M. restricta. En conducto auditivo externo M. restricta, M. globosa y M.
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sympodialis, evidenciandose una alta diversidad de especies en individuos sanos

(Hernandez et al., 2003).

La prevalencia de las especies de Malassezia también parece estar
relacionada con la edad Gupta et al. (2004) sefialan que M. furfur y M. globosa son
la especie mas aislada en nifios y adolescentes, M. sympodialis es la mas comun
en adultos sanos. Se ha observado que en nifios el indice de colonizacion por M.
furfur es menor que en adultos, siendo ocasional su aislamiento en menores de 4
afios y escaso hasta los 10 afios (Nakabayashi, 2002). Se ha sugerido que M. furfur

usualmente no se encuentra colonizando lactantes (Isa et al, 2001).

[.7. PATOGENICIDAD

El género Malassezia representado por levaduras dependiente de lipidos,
caracterizadas morfoldgicamente por células de gemacion unilateral y repetitiva
(Juncosa et al., 2002), es considerado como miembro de la microbiota de la piel del
humano y otros vertebrados de sangre caliente (Crespo et al., 2000; Duarte et al., 1999,
Feargman et al., 1983). Debido a su dependencia a los lipidos, la mayoria de estas
levaduras se encuentran como comensales en areas cutaneas ricas en glandulas
sebaceas. Bajo la influencia de factores facilitadores como: la gestacion,
hospitalizacion, antibioticoterapia, malnutricion, niveles plasméaticos altos de
corticosteroides, el estrés e infeccion por VIH, pueden volverse patdgenas
(Hammer et al.,, 2000). Malassezia puede causar determinados desérdenes
dermatoldgicos, tanto en humanos como en animales. En sujetos con condiciones
predisponentes pueden causar infecciones sistémicas (Giusano, 2006). En la tabla 1

se listan las afecciones que se reconocen causadas a este género.
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TABLA 1. AFECCIONES CAUSADAS POR MALASSEZIA

Afecciones causadas por Malassezia
Pitiriasis versicolor
Dermatitis seborreica (Incluyendo caspa)
Foliculitis
Dermatitis atdpica
Acné vulgaris
Blefaritis seborreica
Pustulosis neonatal
Papilomatosis confluente y reticulada
Otitis
Infecciones oportunistas sistémicas

Sepsis por catéter en pacientes que reciben alimentacion
parenteral con emulsiones lipidicas

Datos tomados de las referencias: (Giusano, 2006; Juncosa et al., 2002)

La asociacion de las especies de Malassezia a diversas patologias ha
impulsado el estudio de su ecologia y capacidad patogénica (Giusano, 2006). El
papel de estas levaduras en las enfermedades dermatolégicas no se ha aclarado
completamente, ya que estos hongos pertenecen a la flora normal de la piel (Celis

et al., 2005).

Es de resaltar que desde el punto de vista de la patogenia, tiene la
capacidad de producir fosfolipasa y ésta causa la liberacion de &cido araquidénico
de las lineas de las células HEp-2. Como los metabolitos del 4cido araquidonico
estan involucrados en la inflamacién en la piel se ha sugerido esto, como el
mecanismo por el cual Malassezia puede desencadenar un proceso de
inflamacion. La presencia de determinados acidos grasos libres y triglicéridos
promueven el desarrollo rapido e invasor de estas levaduras. En éstas
circunstancias los organismos actian como patdégenos oportunistas afectando las
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capas superficiales del estrato corneo con cierta progresion hacia la epidermis
(Hammer et al., 2000; Belee et al., 1991). También produce una enzima con actividad
lipoxigenasa, demostrada por su habilidad de oxidar acidos grasos insaturados
libres y eterificados, escualino y colesterol. La resultante produccién de
lipoperdxido puede dafiar membranas celulares y consecuentemente interferir con
la actividad celular, este es uno de los mecanismos que ha sido propuesto como
causa de las alteraciones en la pigmentacion de la piel asociada a pitiriasis

versicolor (Hammer et al., 2000).

Diversas teorias se han propuesto para explicar el mecanismo por el cual la
pigmentacién de la piel resulta alterada en la pitiriasis versicolor. Actualmente
todas estan en revision, e incluso se postula la posibilidad de una sumatoria de
mecanismos. Entre los mas consistentes se encuentran el bloqueo en la
trasferencia del melanosoma al queratinocito, la produccion de productos
inddlicos que son potentes filtros ultravioleta, la inhibicion de la produccién de
melanina por sustancias como el acido azelaico y la intoxicacion de los
melanocitos por inhibicion de la tirosinasa a partir de metabolitos como el acido

dicarboxilico (Giusano, 2006).

De la misma manera que otras levaduras, la actividad fosfolipasa y
proteinasa de Malassezia spp., puede ser considerada un potencial determinante
de virulencia y probablemente juegue un papel importante en la invasion de los
tejidos del hospedero. La exposicion a la fosfolipasa induce la formacién de poros
en las membranas de las células epiteliales de los mamiferos, afectando las
funciones celulares y favoreciendo la invasion del tejido. Esto explica el papel de
estas enzimas en la ocurrencia de lesiones de piel. Las fosfolipasa podrian ser

consideradas uno de los tantos factores involucrados en la compleja interaccion
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entre las levaduras y el hospedador, llevando al desarrollo de lesiones cutaneas

(Giusano, 2006).

1.8. CUADROS CLINICOS

[.8.1. Pitirisis versicolor (pv)

Sin duda el cuadro clinico mas comun producido por el género
Malassezia dentro de las condiciones superficiales es la pitiriasis versicolor.
Enfermedad que presenta una amplia distribucién mundial, siendo mas frecuente
en paises con clima tropical (Miggley, 2000). La incidencia en los climas templados
es de alrededor de 1%, mientras que los climas tropicales es de un 40 a un 60 %,
las lesiones suelen ser mas extensas en el tropico y la apariencia microscopica
del organismo puede ser diferente del observado en climas templados. En este
ualtimo, el hongo se observa al microscopio como grupos de levaduras redondas
con hifas que pueden ser ramificadas (spaghetti con albéndigas), mientras que en
las regiones tropicales se ven levaduras ovales o cilindricas con filamentos
(Ashbee et al., 2002). La mayoria de los casos se observan en adultos y jovenes,
cuando las glandulas sebaceas son mas activas (Miggley, 2000). Auque también ha

sido reportada en nifios y ancianos (Ashbee et al., 2002).

Se caracteriza por hipo o hiperpigmentacion escamosa de las
lesiones con poco prurito (Marcon et al., 1992). Es una afeccion de naturaleza
cronica y recurrente (Ashbee et al., 2002). Las lesiones predominan en el tronco, y
de este en los hombros y el térax, en su cara anterior y posterior, seguido por los
segmentos proximales de los antebrazos, abdomen, glateos, y ocasionalmente los
pliegues, la topografia mas frecuente en la infancia es la cara en su variedad

hipocromica, en la frente, las mejillas, las regiones interciliar y los surcos
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nasogeneano. La afectacion de la cara no es exclusiva de los nifios ya que puede

ocurrir en adultos (Padilla, 2005).

Esta afeccion se distingue por manchas de color variable, con
escamas finas en la superficie; pueden ser punteadas, lenticulares, reticulares y
foliculares; estas lesiones confluyen formando placas eritematosas, hipocromicas,
en ocasiones de gran tamafo, lo que establece la clasificacion clinica de acuerdo
con el color de las lesiones en: hipercrémicas e hipocrémicas, siendo esta ultima

la mas frecuentes (Padilla, 2005).

Investigaciones realizadas en Europa y Asia sefialan la especie M.
globosa como el principal agente causal de esta afeccion (Morishita et al., 2000;
Tarazooie et al., 2004; Nakabayashi et al., 2000). En contraste con una investigacion
realizada en Japén que sefiala a M. furfur y M. sympodialis como los principales

agentes causales de la pitiriasis versicolor (Isa et al., 2001).

[.8.2. Dermatitis seborreica (ds) y caspa

La relacién entre la ds y la caspa es muy controversial se ha
mencionado que las dos entidades clinicas son distintas, mientras que otros

sefalan que la caspa es la forma no inflamatoria de la ds (Ashbee et al., 2002).

La dermatitis seborreica clinicamente se presenta como una
inflamacion en areas del cuerpo ricas en glandulas sebaceas, como el rostro,
cuero cabelludo, y la parte superior del tronco, a diferencia de la caspa que es no

inflamatoria y esta limitada al cuero cabelludo (Ashbee et al., 2002).

Las lesiones de ds se producen principalmente en las cejas, pliegues

nasolabiales, las mejillas y region esternal e interescapular. La incidencia de esta
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afecciéon en la poblaciéon sana es de un 1 a un 3 %, pero en los pacientes con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida es mayor (30- 83%), También se ha
observado en pacientes con pitiriasis versicolor, lesiones en columna y en
personas depresivas. En individuos sanos se vuelve cronica con mucha

frecuencia a menudo provocado por el estrés (Ashbee et al., 2002).

Se ha reportado el aislamiento de diferentes especies de Malassezia
en lesiones de ds, un trabajo realizado en Chile encontré un 72% de M. globosa,
14% M sympodialis, 10% M. furfur y 4% M. slooffiae (Rendic et al., 2003). En Japon
han aislado M. dermatis, M. japonica y M. yamatoensis (Sugita et al., 2004). En otras
investigaciones se han aislado M. furfur (21%), M. globosa (21%) y M. sympodialis
(4%) (Nakabayashi et al., 2000). Sin embargo la participaciéon de estas levaduras
como agente causal de ds y caspa ha sido controvertida. El balance de evidencia
sugiere que estos microorganismos son importantes en estas etiologias (Ashbee et

al., 2002).

[.8.3. Foliculitis

La foliculitis ocasionada por Malassezia consiste en papulas y
pustulas pruriginosas que se producen principalmente en el tronco y los brazos.
Su desarrollo se ha descrito en pacientes con compromiso del sistema inmunitario
con leucemia, transplante de médula 6sea, en nifios con transplante de rifion y
corazén, SIDA, sindrome de Down, enfermedad de Hodgkin, diabetes y
embarazo. Esta afeccibn es mas comun en paises tropicales probablemente,

debido al calor y la humedad (Ashbee et al., 2002).

Se ha postulado que Malassezia produce la foliculitis por oclusion y

posterior sobrecrecimiento en el foliculo piloso. Esto es favorecido por factores
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externos y/o la reducida resistencia del hospedador. La inflamacion es debida a
la presencia de los metabolitos de la levadura de los acidos grasos libres

producidos como resultado de la actividad lipasa de estos hongos (Giusano, 2006).

[.8.4. Enfermedades Sistemicas

Malassezia spp. esta asociada a procesos extracutaneos como
neumonia, sepsi por catéter en pacientes que reciben alimentacién parenteral con
emulsion lipidica y peritonitis en pacientes sometidos a didlisis peritoneal. En los
pacientes que reciben alimentacion parenteral se establece un microambiente
ideal en la zona de insercion del catéter, donde puede haber una pequefia
cantidad de emulsion lipidica, lo que favorece el crecimiento de los organismos
dependientes de lipidos presentes en la superficie cutanea. El catéter proporciona
una ruptura de la barrera dérmica a través de la que proliferan los
microorganismos que pueden penetrar en el torrente sanguineo. Ademas es uno
de los organismos implicados en la oclusion del catéter y en la adherencia de éste

en la pared venosa (Juncosa et al., 2002).

Se ha sefalado el alto nivel de colonizacién en nifios ingresados
durante largos periodos de tiempo en unidades de neonatologia, situacion atribuible
a la gran manipulacién de estos pacientes por parte del personal de los hospitales,

asociado también a la prematuridad y al bajo peso (Juncosa et al., 2002).

Los sintomas mas comunmente reportados en nifios con infeccién
sistémica son fiebre (53%), dolor al respirar con y sin apnea (53%). Otros menos
comunes son bradicardias, hepatomegalia, esplenomegalia, neumonia (40%),
leucopenia (8%), leucocitosis (31%) y trombocitopenia (48%) (Marcon et al., 1992).

Los cambios patolégicos ocasionados con Malassezia en infecciones
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en pacientes con alimentacion lipidica parenteral se presentan principalmente en
corazén y los pulmones. En estos ultimos se puede llegar a observa completa
oclusion de la arteria pulmonar, trombosis séptica, vasculitis, alveolitis, estas
levaduras pueden encontrarse alrededor de las paredes de los alvéolos
provocando inflamacion celular aguda y bronqueolitis. Ademas pueden
diseminarse a otros 6rganos como rifiones, pancreas, colon, glandulas adrenales,

higado y bazo (Marcon et al., 1992).

En los ultimos 20 afios se han reconocido cada vez mas las
fungemias por Malassezia, pero la dificultad de esta para desarrollarse en medios
de cultivo tradicionales hace dificil su identificacion, lo que podria influir en el
namero de casos reportados, los cuales pueden ser mayores que los que indican

los estudios actuales (Ashbee et al., 2002).

1.9. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES DE MALASSEZIA

1.9.1. Malassezia furfur.
1.9.1.1. Caracteristicas morfoldégicas macroscopicas y microscopicas

Macroscopicamente en agar Dixon después de siete dias de
incubacion a 32 °C, se desarrollan colonias de color crema, mate u opacas,
planas embonadas y ligeramente replegadas con elevacion convexa, textura

suave o quebradiza (Guého et al., 1989).

Microscopicamente esta especie es morfologicamente heterogenea,
ya que puede presentar células ovaladas, cilindricas o esféricas de 4 a 6 ym. La
base de la gemacion es amplia. Se pueden encontrar hifas o flamentos cortos en

cualquier punto de la superficie celular (Ashbee et al., 2002).
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1.9.1.2. Caracteristicas fisiol6gicas y bioquimicas

Para su desarrollo requiere de la adiciobn de acidos grasos de
cadena larga. Tiene la capacidad de utilizar los Tween 20, 40, 60 y 80 como Unica
fuente de lipidos y la glicina como fuente de nitrdgeno (Murai et al., 2002). Reaccion
de la catalasa positiva, presenta actividad fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, N-
naftol fosfohidrolasa, lipasa, leucina, B-glucosidasa, B-glucoronidasa y N-acetil- 3-

glucominidasa. Crece a temperaturas entre 32 y 41°C (Marcianti et al., 2000).

1.9.1.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégicas

Esta especie ha sido asociada a una gran variedad de infecciones de
la piel como pitiriasis versicolor, dermatitis seborreica, dermatitis atdpica y foliculitis
(Plotkin et al., 1998). Se ha sefialado como agente causal de sepsi asociada a catéter
en pacientes que reciben emulsiones lipidicas por via parenteral, principalmente en
paciente de alto riesgo como neonatos (Aschner et al., 1987; Guého et al., 1998),
también se ha descrito casos de septicemia (Schelman et al., 2000) ha sido aislada en

otitis externa en vacas y perros (Crespo et al., 2000; Crespo et al., 2002).

1.9.2. Malassezia sympodialis

1.9.2.1. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas

Las colonias en agar Dixon luego de siete dias de incubacién a 32
°C, son refringentes, lisas y aplanadas, con una ligera elevacion central de
consistencia blanda (Guého et al., 1996). Microscépicamente se observan levaduras
pequefias de 2,5 a 5 ym de longitud; la base de la gemacién es angosta. En esta

especie ha sido descrita la gemacion monopolar simpodial (Ashbee et al., 2002).
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1.9.2.2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

Esta especie no utliza el tween 20 como fuente de carbono, es
dependiente de lipidos y crece en medios de cultivo cuando se les agrega tween
40, 60 y 80 en concentracion de 1-10 %. Se ha detectado la presencia de actividad
fosfatasa alcalina, lipasa, fosfolipasa acida, N-fosfohidrolasa y [B-glucoronidasa
(Mancianti et al., 2000). A diferencia de M. furfur no utiliza la glicina como Unica fuente
de nitrégeno (Murai et al., 2002). La temperatura 6ptima de crecimiento es 34 °C

(Guého et al., 1996).

1.9.2.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégicas

Esta especie se ha asociado a pitiriasis versicolor, dermatitis atdpica
y estudios realizados en infante sugieren que tiene un papel importante en la

forma severa de pustulosis encefélica neonatal (Niamba et al., 1998).

1.9.3. Malassezia pachydermatis

1.9.3.1. Caracteristicas morfologicas macroscopicas microscopicas

En agar glucosa/ peptona a los siete dias de incubacion a
temperatura de 32°C, las colonias son de color crema, mates, convexas (Guého et
al., 1998). Células pequenas cilindricas de 2,5 a 4 ym de longitud; la base de la
gemacion es ancha dejando una prominente cicatriz en la célula madre al

separarse (Marcon et al., 1992).

1.9.3.2. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas

Es la Unica especie del género que no es dependiente de lipidos,
(Guillot et al., 1999), por lo tanto se desarrolla en medios de cultivo de rutina como

agar sabouraud. Sin embargo la adicion de grasas al los medios de cultivo como
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tween 80 (Lorenzini et al., 1987), aceite de oliva (Ahearn et al., 1998), y aceite de

germen de trigo (Kiss et al., 1996) pueden incrementar su crecimiento.

A pesar de que se ha descrito que no asimila ni fermenta los
azucares, algunos investigadores luego de modificar las pruebas de asimilacion
obtuvieron resultados positivos para las siguientes fuentes de carbono: D-glucosa,
D- manitol. D- glucitol, glicerol, acido lactico, sorbitol, sacarosa, maltosa,
celobiosa, inulina y trehalosa. Tiene actividad protinasa, fosfolipasa,
hialuronidasa y controitin-sulfatasa (Cutihno et al., 2000). La temperatura éptima de

crecimiento es 37 °C (Guého et al., 1996).

1.9.3.3 Caracteristicas ecolégicas y epidemiolbgicas

M. pachydermatis forma parte de la flora normal de la piel de
perros y gatos (Bond et al., 2000; Bond et al., 1996). En los perros puede aislarse
frecuentemente del ano, cavidad oral, area interdigital, labio inferior y conducto
auditivo externo (Bond et al., 1995). La ecologia de esta levadura ha sido
ampliamente estudiada debido a su importancia como patdégena oportunista

(Guillot et al., 1999).

Los factores primarios que favorecen la multiplicacién de M.
pachydermatis son: la produccion excesiva y/o una modificacion de la
naturaleza de las propiedades del sebo o del cerumen, humedad elevada, una

posible ruptura de la barrera epidérmica y la presencia de pliegues cutaneos.

Las principales infecciones asociadas a esta levadura en los
animales son otitis externa y dermatitis seborreica, que afecta principalmente
a los carnivoros, en especial perros y gatos (Guillot et al., 1999). También se

ha aislada en piel sana de animales como conejos, o0sos, focas, vacas,
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caballos, zorros, aves, cerdos, ovejas, cabras, cobayos, rinocerontes,
elefantes, ciervos, primates y 0sos hormigueros (Crespo et al., 2002; Duarte et

al., 1999; Guillot et al., 1999; Guillot et al., 1994; Guillot et al., 1969).

Ocasionalmente se ha asociado a infecciones sistémicas en
neonatos prematuros de bajo peso, internados largos periodos de tiempo en
unidades de cuidados intensivos y que han recibido antibiéticos de amplio
espectro y alimentacién parenteral basada en lipidos, en pacientes
inmunosuprimidos (Mickelsen et al.,, 1988). Su presencia en la piel humana
puede deberse a la transferencia de M. pachydermatis a partir de la piel de

los animales (Silva et al., 1997).

1.9.4. Malassezia globosa

1.9.4.1. Caracteristicas morfologicas macroscopicas y

microscopicas

En medio de Dixon agar luego de siete dias de incubacion a 32°C
las colonias son elevadas, plegadas, rugosas de textura aspera y quebradiza
(Guého et al., 1996). Presentan blastoconidias esféricas que alcanzan de 6 a 8
Mm con gemas formadas en una base de gemacion angosta; se han

observados cortos filamentos en algunos aislados (Marcon et al., 1992).

1.9.4.2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

Requiere de la presencia de acidos grasos de cadena larga para
su desarrollo. No crece en medio en agar glucosa/peptona conteniendo
Tweens 20, 40, 60 y 80 como unica fuente de lipidos. Sin embargo, en
ocasiones al igual que M. obtusa y M. restricta forma un anillo de precipitacién

alrededor del pocillo que contiene Tween 40 y 60, sin crecimiento visible. Esta
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precipitacion puede avanzar hacia el posillo, hasta formar un disco opalescente
completo. Ocasionalmente puede formar colonias pequefias a lo largo de una
linea entre los pocillos que contienen Tween 60 y 80 y entre los que tiene
Tween 80 y 20. Este fendmeno podria representar un sinergismo con bajas
concentraciones del lipido correspondiente. No crece a 37 °C o este es muy
débil (Guého et al., 1996; Guillot et al., 1996). Presenta actividad fosfatasa alcalina,

esterasa, fosfatasa acida y N-naftol fosfohidrolasa (Mancianti et al., 2000).

1.9.4.3. Caracteristicas ecolégicas y epidemiolbgicas

Se ha evidenciado una alta densidad de Malassezia globosa en piel
sana de individuos que habitan en climas calidos con locacion tropical. La
presencia de esta especie varia dependiendo de la regién corporal estudiada
observandose principalmente en tronco, cuero cabelludo y conducto auditivo

externo (Hernandez et al., 2003).

Resultados obtenidos en diversos estudios sobre pitiriasis
versicolor, dermatitis seborreica y en pacientes con caspa, sugieren que M.
globosa juega un papel importante en la etiologia de estas enfermedades, sola o
en asociacion con otras especies del género (Nakabayashi et al., 2000; Crespo et al.,

1999; Gemmer et al., 2002).

[.9.5. Malassezia slooffiae

1.9.5.1. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscépicas

Las colonias en Agar Dixon a 32°C y siete dias de incubacion, son
rugosas generalmente con surcos y textura aspera. MicroscOpicamente se

visualizan células cilindricas cortas que miden de 1,5 a 3,5 ym; a menudo se
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observan en pares y la base de la gemacion es ancha (Ashbee et al., 2002).

1.9.5.2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

Es una levadura dependiente de lipidos. Catalasa positiva, se
desarrolla en medio de agar glucosa/peptona en presencia de Tween 40 y 60 a
una concentracion desde 0,1 a 10 %, como Unica fuente de lipidos. Sin embargo,
no se observa crecimiento cuando se agrega al medio Tween 80 al 0,1%. Crece a
temperatura de 37 °C, con un maximo de 40 °C. No hidroliza la esculina (Mayser et
al., 1977). Respecto a la actividad enzimatica extracelular produce fosfatasa
alcalina, estearasa, lipasa, fosfatasa acida y N-fosfohidrolasa, B-glucoronidasa y

B-glucosidasa (Mancianti et al., 2000).

1.9.5.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégicas

Estudios sobre el aislamiento e identificacion de M. slooffiae
demuestran que forma parte de la biota normal, localizandola en individuos sanos
y enfermos (Crespo et al., 1999). Aislandose de tronco y cuero cabelludo
principalmente (Hernandez et al., 2003). En pitiriasis versicolor se ha aislado en un
6% de los casos y en dermatitis seborreica en un 4 % (Crespo et al., 1999). En
animales los primeros aislamientos se hicieron en piel sana de cerdo, cabras,
ovejas, vacas Yy caballos, también se ha asociado a otitis externa en vacas (Crespo

et al., 2002; Guého et al., 1996).

[.9.6. Malassezia restricta

1.9.6.1. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas

En medio de Dixon a 32 °C después de siete dias de incubacion, las
colonias son opacas, lisas y con bordes rugosos de textura dura y quebradiza

(Guého et al., 1996). Presenta células pequefas esféricas u ovoides (2-4 um), la
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base de la gemacion es relativamente angosta (Ashbee et al., 2002).

1.9.6.2. Caracteristicas fisiol6gicas y bioquimicas

Es la Unica especie dependiente de lipidos que presenta reaccién
negativa a la catalasa. No crece en agar glucosa/peptona en presencia de Tween
20, 40, 60 y 80 a una concentracion entre 0,1-10 % como unica fuente de lipidos.
Se desarrolla a una temperatura de 37 °C con un maximo de 39 °C (Guého et al.,
1996). En cuanto al perfil de actividades enzimaticas, presenta fosfatas alcalina,

esterearasa y N-fosfohidrolasa (Mancianti et al., 2000).

1.9.6.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégicas

Malassezia restricta se aisla frecuentemente de cuero cabelludo,
cara y conducto auditivo externo (Hernandez et al., 2003; Guého et al., 1998). Estudios
sobre la prevalencia de las especies de Malassezia en grupos de individuos con
diferentes edades, se encontrd6 con mas frecuencia en personas entre 15 hasta
los 40 afos. En pacientes con pitiriasis versicolor se presenta en un 3 % y en
dermatitis seborreica un 63,9 % (Crespo et al., 1999). Se considera junto a otras

especies como agente causal de la caspa (Gemmer et al., 2002).

[.9.7. Malassezia obtusa

1.9.7.1. Caracteristicas morfoloégicas macroscopicas y microscopicas

En medio de Dixon a 32 °C después de siete dias de incubacién las
colonias son planas y lisas con una textura mucoide (Guého et al., 1996). Exhibe
células largas y cilindricas de 4-6 ym, presenta filamentos Unicos o ramificados; la

base de la gemacion es ancha (Ashbee et al., 2002).
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1.9.7.2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

Es una levadura dependiente de lipidos que no puede utilizar los
diferentes Tween (20, 40, 60 y 80) como unica fuente lipidos sobre agar
glucosa/peptona a una concentraciéon de 0,1-10%. La reaccion de catalasa,
ureasa, son positivas. Usualmente crece a temperaturas de 37 °C con un maximo
de 38 °C (Guého et al., 1996). Presenta las actividades enzimaticas fosfatas alcalina,
estereasa, estereasa lipasa, fosfatasa &cida y N-fosfohidrolasa (Mancianti et al.,

2000).

1.9.7.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégicas

Esta especie se aisla con poca frecuencia en la piel humana (Guého
et al., 1998). Esta aseveracion se ve reflejada en los resultados obtenidos en un
trabajo sobre porcentaje de recuperacién de especies del género Malassezia
obtenidas de piel sana de nifios y adultos a partir de cuero cabelludo, donde M.
obtusa represent6 el 1 % en nifios y completa ausencia en adultos del total de

casos analizados (Midgley, 2000).

1.9.8. Malassezia yamatoensis

1.9.8.1. Caracteristicas morfoloégicas macroscopicas y microscopicas

En medio agar Leeming y Notman (LN) a 32 °C y después de siete
dias de incubacion se desarrollan colonias de color blanco amarillento, rugoso o
algunas veces plegadas. Microscopicamente presenta células vegetativas
ovaladas, elipsoidales de 2-4,4 x 2-7,5 uym, la base de la gemacién es angosta

(Sugita et al., 2004).
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1.9.8.2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

Crece en agar glucosa/ peptona suplementado con Tween 20 (10
%), 40 (0,5 %), 60 (0,5 %) y 80 (0,1 %) como unica fuente lipidica. Se desarrolla a
temperatura de 37 °C pero no a 40 °C. La reaccion de la catalasa es positiva

(Sugita et al., 2004).

1.9.8.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégicas

La cepa tipo fue aislada de un paciente con dermatitis seborreica en
Japén. Se considera que forma parte de la microbiota cutanea en humano aunque
no sea un miembro mayoritario. Se ha aislado de sujetos sanos y de pacientes

con dermatitis seborreica y dermatitis atopica, en Japon (Sugita et al., 2004).

[.9.9. Malassezia dermitis

1.9.9.1. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas

Las colonias en medio agar LN a 32 °C luego de siete dias de
incubacion son de color blanco amarillento, de semibrillantes a opacas, convexas
y de textura cremosa. Presentan un margen entero o lobulado. Las células
vegetativas son esféricas, ovales o elipsoidales que miden de 2-8 x 2-10 um,

algunas veces pueden observarse hifas (Sugita et al., 2002).

1.9.9.2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

Crece en medio de agar glucosa/peptona suplementado con Tween
20, 40, 60 y 80 a una concentracion de 0,1-10 % como Unica fuente de lipidos. La
reaccion de la catalasa es positiva. Crece a temperatura de 32 °C como maximo
de 40 °C. La hidrélisis de la esculina es negativa. Las caracteristicas fisioldégicas

de esta especie son idénticas a las de M. furfur (Sugita et al., 2002).
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1.9.9.3. Caracteristicas ecolégicas y epidemiolbgicas

Esta especie fue aislada de lesiones de piel de pacientes con

dermatitis atépica en JapoOn (Sugita et al., 2002).

1.9.10. Malassezia japonica

1.9.10.1. Caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y

microscoépicas

Las colonias en medio agar LN a 32 °C, luego de siete dias de
incubacion son de color amarillo palido, de semibrillantes a opacas, rugosas con
un margen entero y lobulado. Las células vegetativas son esféricas, ovales o

elipsoidales (2-5 x 2-7 ym). Presentan gemacion simpodial (Sugita et al., 2003).

1.9.10.2. Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas

Crece en medio de agar glucosa/peptona con Tween 40 y 60 a una
concentracion del 0,5 % como Unica fuente de lipidos. No es capaz de asimilar
Tween 20 y 80. La temperatura maxima de crecimiento e a 37 °C la reaccion a la

catalasa es positiva (Sugita et al., 2003).

1.9.10.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégicas

Esta especie fue aislada por primera vez de piel sana de personas
en Japon, se ha relacionada con pacientes con dermatitis atopica y se desconoce

su papel como patdégeno en otras enfermedades de la piel (Sugita T et al, 2003).

[.9.11. Malassezia nana

1.9.11.1. Caracteristicas morfologicas macroscopicas y

microscopicas

Luego de siete dias de incubacién a 32°C en medio de agar Dixon,
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las colonias son de color amarillo, de brillantes a opacas, lisas, y convexas, de
textura blanda y viscosa. La observacion al microscopio muestra células
pequefias de forma ovoide a globosa (1,5-2 x 2,5-3 um) con gemacioén monopolar

en una base angosta (Hirai et al., 2004).

1.9.11.2. Caracteristicas fisioldgicas y bioguimicas

Se desarrolla en agar glucosa/peptona con suplementacién de
Tween 40 y 60 a una concentracion de un 0,5 %, en Tween 20 al 10 % y en
Tween 80 al 0,1 % el crecimiento es pobre. La hidrolisis de la esculina es
negativa. La reaccion a la catalasa es positiva. Crece a una temperatura de 37°C

y algunas cepas a 40 °C (Hirai et al., 2004).

1.9.11.3. Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolédgicas

Esta especie fue aislada por primera vez en un gato con otitis
externa en Japon (Hirai et al., 2002). Posteriormente se han aislado cepas a partir
de cerumen o secreciones oticas de bovinos con y sin otitis externa (Hirai et al.,

2004).

1.10. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Los métodos convencionales empleados para la identificacion de las
especies del género Malassezia se basan en el estudio macro-y micro
morfologico, en la habilidad de utilizar diferentes Tweens (20, 40, 60 y 80) como
fuente de lipidos en un medio simple y en las propiedades fisiol0gicas tales como:
presencia de catalasa, tolerancia de crecimiento a 37°C (Guillot et al., 1996; Guého et
al., 1996), desarrollo en presencia de cremophor EL y la actividad de 8 glucosidasa,
entre otros. Otras pruebas de identificacion incluyen técnicas moleculares las

cuales se utilizan como herramientas epidemiologicas confirmando la existencia
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de nuevas especies (Celis et al., 2005).

1.10.1. Diagnostico directo

La morfologia de las células de levaduras de Malassezia es facil de
observar en el examen micolégico directo con hidroxido de potasio con tinta
Parker azul o negra permanente, solucion de Albert o azul de metileno (1%), o en
preparaciones histolégicas coloreadas con acido peryédico de Schiff. Como un
método més selectivo se recomienda el uso de blanco de calcofltor, con el que la

visualizacion de las estructuras es mejor (Giusano, 2006).

[.10.2. Aislamiento e identificaciéon

Las especies de Malassezia debido a su caracteristica dependiente
de lipidos, requieren de medios de cultivo especiales para su aislamiento, excepto
M. pachydermatis. La literatura recomienda dos medios, Dixon y Leeming y
Notman los cuales ofrecen el mejor rendimiento (Midgley, 2000). Para asegurar el
desarrollo de todas las especies, la temperatura de incubacion ideal es 32°C, con
un rango de 31-35°C, durante un tiempo promedio de 7 dias (Escobar et al., 2000).
Medios suplementados, por ejemplo Sabouraud con aceite de oliva, han sido
utilizados en el pasado pero tienen la limitacion que algunos miembros de este
género no se desarrollan o tienen una sobrevivencia corta en este sustrato. M
globosa, M. obtusa y M. restricta necesitan medios mas complejo, principalmente

las dos ultimas (Giusano; 2006).

Las caracteristicas fisiologicas y morfologicas propias del género
Malassezia le permiten diferenciarlo de otras levaduras. Sin embargo, debido a
que sus especies comparten muchas de estas caracteristicas, no existe un

método rapido y simple para su tipificacion. En al tabla 1 se presenta un esquema

37



Introducciéon

de identificacion propuesto por Guého y Guillot, basado en caracteristicas

bioquimicas y fisioldgicas (Guého et al., 1996; Guillot et al., 1996).

TABLA 2. Caracteristicas bioguimicas y fisiolégicas de las especies de

Malassezia.
Especies de Crecimiento Crecimiento en Asimilacién
Malassezia en Sabouraud Dixon Catalasa Tween (T)
32°C 32°C 37°C 40°C T20 T40 T60 T80
10% 0,5% 0,5% 0,1%
yamatoensis - + + - + + + + +
dermitis - + + + + + + + +
sympodialis - + + + + - + + +
furfur - + + + + + + + +
nana - + + +/- + +/- + + d
slooffiae - + + + + +od + + -
japonica - + + - + - d + R
globosa - + do- - + - - - -
obtusa - + do+ - + - - - -
restricta - + + - - - - - -
pachydermatis + + + + do+ - + + +
+ = positivo; - = negativo, d = positivo débil

Datos tomados de las referencias: (Guého et al., 1996; Guillot et al., 1996)

Se han propuesto otras pruebas adicionales para contribuir con la
identificacion de algunas especies. Entre ellas, la alta resistencia de M. furfur al
polidocanol y la produccion de pigmento en medio con triptéfano (Mayser et al.,
1998). También la capacidad de esta levadura de desarrollarse en medio con
cremophort (aceita de castor) y la hidrdlisis de la esculina (detecciéon de -

glucosidasa) por M. sympodialis (Mayser et al., 1977).

El desarrollo de técnicas moleculares ha contribuido de manera
importante a resolver las desventajas de los métodos convencionales, sin

embargo estos ultimos siguen siendo una alternativa valida para la identificacion
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de las especies en los laboratorios que no tiene acceso a una tecnologia mas
compleja. En los dltimos afios se han propuesto varios métodos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con restriccion enzimatica (PCR-
REA), en la amplificacion al azar del ADN (RADP), en la electroforesis de campo
pulsante (PFGE) y en la digestion por enzimas de restriccibn de productos de
PCR (PCR-RFLP). Esto permite la identificacion de algunas especies, basados en
una sola region gendmica y la deteccion y caracterizacion de mezclas en los
cultivos, pero aun se busca un método certero, reproducible, simple y de bajo
costo que permita la diferenciacion genotipica de todas las especies hoy

conocidas (Giusano, 2006).
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La Micologia es un area muy activa de la Microbiologia con valiosos
avances en la caracterizacion bioldgica de las especies de hongos. Los progresos
en el desarrollo de estrategias diagndsticas y de aproximaciones terapéuticas son

también incesantes.

Ademas de los avances en el estudio bioldgico de los hongos es importante
progresar en el conocimiento de su distribucién epidemioldgica y relevancia
clinica. La identificacion de su presencia en personas en areas geograficas
determinadas, su relacion con la edad, sexo y estado de salud de los individuos
es critico para conseguir un adecuado diagndstico y tratamiento precoz de sus

complicaciones patoldgicas.

En los ultimos afios se han realizado estudios en diferentes entornos
geograficos, raciales y socioeconémicos sobre los patrones de distribucion del

género Malassezia en individuos en estado de salud o enfermedad (Sugita et al.,

2003; Sugita et al., 2004; Gupta et al., 2004; Tarazooie et al., 2004)

Cabe plantear que la ubicacibn de Venezuela con sus caracteristicas
geograficas y climatologicas, asi como el origen étnico, costumbres y habitos de
sus pobladores, contribuyan a presentar unas caracteristicas epidemiologicas
diferenciales del género Malassezia. Se plantea que la colonizacién por
Malassezia esta influenciada por diversos factores como la edad, sexo, raza,
localizaciciones anatémicas, y estado nutricional y del sistema inmunitario del

huésped.

La relevancia de este estudio ademas de su significaciéon cientifica, radica
en proveer un mejor conocimiento epidemioldgico en nuestro medio y facilitar la
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deteccién de posibles fuentes de infeccion para diferentes patologias tanto

superficiales como sistémicas y la seleccion de terapias apropiadas.

[I.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las especies del género Malassezia aisladas de piel sana de
individuos pertenecientes a diferentes grupos de edad, sexo, hibitat y estado de

salud.

I1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar las especies de Malassezia aisladas en piel sana de recién
nacidos, nifios, adolescentes, jovenes, ancianos, nifios de la etnia AR,

desnutridos y nifios con SIDA.

2. Determinar las especies predominantes de Malassezia en piel sana de
recién nacidos, nifios, adolescentes, jovenes, ancianos, nifios de la
etnia Afd, desnutridos y nifios con SIDA, de acuerdo a la edad, sexo,

localizacion anatémica y estados de salud.
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l1l.1. DISENO DEL ESTUDIO

[11.1.1. Tipo de disefio

Se realizé un estudio comparativo, con el objeto de caracterizar las
especies de Malassezia aisladas de 587 individuos, sin antecedentes clinicos ni
de laboratorio de presentar infecciones dermatolégicas en la piel y cuero

cabelludo.

[11.1.2. Periodo de estudio

Esta investigacion fue realizada durante el periodo comprendido

entre los afios 2009 y 2011

111.1.3. Ambito del estudio

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de la Catedra de
Micologia de la Escuela de Bioanalisis de la Facultad de Medicina de la

Universidad del Zulia, en la ciudad de Maracaibo Estado Zulia, Venezuela.

lll. 1.4. Seleccion de la poblacion y procedencia de las mismas

Esta investigacion se realizé de acuerdo a las normas propuestas en
la declaracion de Helsinki. EI comité de ética de cada uno de los sitios a los
cuales pertenecian los individuos que participaron en este estudio (Hospitales,
Hogares de Cuidados Diarios, Escuelas, Liceos, Geriatricos y el comité de ética
del Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de la Universidad del Zulia)
aprobaron el desarrollo de esta investigacion. Todos los padres y representantes
de los nifios seleccionados firmaron un informe de consentimiento luego de

explicarle el propésito del estudio. (Anexo N° 1).
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A todos los participantes en esta investigacion se les realizé una
evaluacion clinica para confirmar que no presentaran infecciones dermatolégicas
en piel y cuero cabelludo. Esta evaluacion fue realizada por el mismo Médico para
mantener un criterio uniforme. Los datos personales, epidemioldgicos, clinicos y
de interés para esta investigacion de cada uno de los individuos estudiados fueron
registrados en un formato codificado de recoleccion de datos (Anexo N° 2). Se
trabajé con poblaciones intactas (Campell et al., 1979), a excepcion del grupo de los
jovenes gque se incluyé solo el 10% de la poblacién. El nimero total de individuos
gue participaron en este estudio fue de 587, los cuales que fueron categorizados

de la siguiente manera:

Recién nacidos: Se seleccionaron 98 nifios recién nacidos a término
de 37 a 42 semanas de gestacién con peso adecuado a su edad gestacional

(http://es.wikipedia.org/wiki/pediatria), completamente sanos, con un tiempo de

nacimiento maximo de 24 horas. Se incluyeron tanto a los nacidos por parto
vaginal como abdominal. 61 del sexo femenino y 37 del masculino del Hospital

Central “Dr. Urquinaona” de la ciudad de Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela.

Nifios: Constituido por 80 nifios sanos mestizos, en la etapa de la

infancia en edades de 0 a 6 afos (http://es.thefreedictionary.com/infante). 42 del sexo

femenino y 38 del masculino, pertenecientes a la Unidad Educativa Colegio

Altamira de la ciudad de Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela.

Adolescentes: Formado por 100 individuos sanos, en un periodo de
desarrollo biologico, psicologico, sexual y social, inmediatamente posterior a la
nifez y que comienza con la pubertad, en edades de 12 a 18 afios
(http:/es.wikipedia.org/wiki/adolescencia). 50 del sexo femenino y 50 del masculino,

del Liceo Baralt de la cuidad de Maracaibo, Estado Zulia.
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Jovenes: Se considero la tapa de la vida que comprende entre los 19
y 25 afos. (http:/www.aspsique.com/wiki/desajoven). De un total de 551 jévenes de
la Escuela de Bioanalisis de la Facultad de Medicina de La Universidad del Zulia,
se seleccionaron al azar el 10 % de la poblacién total, 56 jévenes, 35 femeninos y

21 masculinos.

Ancianos: Se encuentran dentro de los parametros de lo que se
considera tercera edad o poblaciéon de personas mayores con edades que
oscilan entre los 65 y 70 anos para arriba.
(http/www .definicionabc.com/general/ancianos.php). Se analizaron un total de 100
ancianos residenciados en dos geriatricos de la ciudad de Maracaibo del Estado
Zulia. 48 pertenecientes a la Fundacion “Madre Teresa de Calcuta” y 52 a la casa
hogar “Mano de Dios”. En edades entre 60 a 89 afios, 57 femeninos y 43

masculinos.

Nifios de la etnia Afiu: Nifios de la poblacién indigena Afu del
Estado Zulia, considerado el cuarto grupo aborigen mas importante de Venezuela
(Amodio, 2005). También son conocidos como “Paraujanos” (hombres que viven en
las aguas), pertenecen a la familia linglistica Arawak. Su lengua también se
denomina Afu. Desde tiempos ancestrales se ubican en la Laguna de Sinamaica,
Municipio Guajira al norte del estado Zulia. Venezuela (Maydé et al., 2008). Para
este estudio se incluyeron un total de 25 nifios Afiu, en edades de 0 a 6 afos, 14
del sexo femenino y 11 del masculino, de la Unidad Educativa Bartolomé Duarte
de la Laguna de Sinamaica, Municipio Guajira del Estado Zulia. Para la seleccion
de los nifilos a participar en este estudio se considerd que fueran descendientes

de abuelos y padres Afiu.
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Para la toma de la muestra y el estudio clinico de los nifios, se
trasladé un personal técnico y profesional y equipos hasta la comunidad de la
Laguna de Sinamaica a tres horas de la ciudad de Maracaibo, para lo cual se
utilizaron vehiculos y canoas para atravesar la Laguna de Sinamaica y llegar a la

Unidad Educativa, en la cual se encontraban los nifios.

Nifios desnutridos: Se evaluaron 102 nifios provenientes de
diferentes Hogares de Cuidado Diarios, Centros de Atencién Integral en Nutricion,
Salud, Cuidado y Socializacién para hijos de madres trabajadoras (financiados por
el Gobierno Regional de la Ciudad de Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela); a los
cuales se les realizé una evaluacién nutricional integral a través de la interrelacion
de los indicadores del estado de nutricion: antropométricos, clinicos y dietéticos,
realizados por especialistas en el area de pediatria y nutricibn, que permitid
diagnosticar a 48 nifios con desnutricion crénica. Este grupo de nifios sin lesiones
en piel y en edades comprendidas entre 0 a 6 afos, 15 del sexo femenino y 33 del
masculino con condicion socioeconémica comparable, pertenecientes a familias
de bajos ingresos (estratos IV y V) segun método de Graffar modificado, (Méndez-

Castellano, 1986), formaron parte de la poblacion a estudiar en esta investigacion.

Evaluacion Nutricional Integral: La condicién nutricional en este
grupo de nifio se evalué de manera integral a través de la interrelacion de los
indicadores del estado nutricional. La evaluacion antropométrica se llevd a cabo
utilizando las variables: edad, peso y talla, las cuales al ser relacionadas entre si
permiten conocer los indicadores nutricionales de dimensiones corporales: peso
para la edad (P/E), talla para la edad (T/E), peso para la talla (P/T), indice de
masa corporal (IMC) e indice de Mac Laren. Para la estimacion del déficit

nutricional se utilizé un método recomendado por la Organizacion Mundial de la

47



Materiales y Métodos

Salud (OMS), por su capacidad para determinar el estado nutricional como es el Z
score y las desviaciones score (DS), el cual muestra el nUmero de desviaciones
estandar por debajo o por encima del valor medio de referencia Z (<-2 para nifios

desnutridos y > para normales) (Dibley et al., 1987; WHO, 1999).

Nifios con SIDA: Se realiz6 un estudio a 80 nifios con un diagnostico
confirmado de infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana a través de
pruebas de laboratorio, segun algoritmo de la Organizacion Mundial de la Salud
(Fernandez et al., 2009) y sin infecciones dermatoldgicas en piel y cuero cabelludo.
En edades comprendidas entre 0 a 6 afos, 38 del sexo femenino y 42 del
masculino; los cuales asistian a la consulta de la Fundacién INNOCENS del
Servicio Autbnomo Hospital Universitario de Maracaibo (SAHUM), Estado Zulia.
Dicha Institucion es una organizacion no gubernamental sin fines de lucro creada
en Junio de 1994, dedicada a la prevencion de la infeccién del VIH/SIDA vy al
tratamiento integral del niflo y de la madre que sufren dicha enfermedad, para lo

cual cuenta con recursos y programas especificos.

[11.1.5. Criterios de inclusion utilizados para la seleccion de la poblacién.

1.- Se incluyeron individuos sanos, sin enfermedades dermatolégicas

seis meses previos a la toma de las muestras.

2.- Los recién nacidos, eran nifios a termino, con peso adecuado a su
edad gestacional completamente sanos, con un tiempo de
nacimiento maximo de 24 horas. Se incluyeron tanto a los nacidos

por parto vaginal como abdominal.

3.- Se incluyeron para este estudio los niflos sanos de la etnia Afiu,

descendientes de padres y abuelos Afu.
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4.- En el grupo de los nifios desnutridos se incluyeron aquellos que
fueron clasificados como desnutricion crénica, sin ninguna

manifestacioén clinica de otra enfermedad.

5.- Los nifios con SIDA tenian que tener diagndstico confirmado de
infeccién por el virus de inmunodeficiencia humana a través de
pruebas de laboratorio, segun algoritmo de la Organizacion Mundial
de la Salud y sin infecciones dermatolégicas en piel y cuero

cabelludo y cualquiera otra.

[1l. 1.6. Criterios de exclusion.

1. Todos los individuos con infecciones dermatologicas como pitiriasis
versicolor, dermatitis seborreica, foliculitis, dermatitis atépica,

psoriasis, acné vulgaris entre otras.

2.- Se excluyeron los pacientes que recibieron tratamientos con
antibiéticos o antimicéticos (o0 ambos) tres meses previos a la toma

de las muestras.

l1I.2. RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

I11.2.1. Recoleccién de las muestras

Las muestras de piel de los pacientes en estudio, se tomaron de

sitios anatdmicos como: cuero cabelludo, pabellon auricular, pecho y espalda,

empleando el método de la impronta con cinta adhesiva transparente (Rodriguez et

al., 2005; Rippon, 1998) de cada una de las regiones en estudio se obtuvo cuatro

muestras, con una se realizd6 un examen directo adhiriendo a una lamina

portaobjeto y posteriormente se coloreo con Azul de Metileno al 0,25 %
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observandose al microscopio con objetivo de 40X con la finalidad de observar
Blastoconidias de forma y tamafio variable del género Malassezia. Con las otras
cintas se procedi6 a realizar los cultivos, colocando las cintas con la impronta en
dos placas de Petri con el medio Dixon Agar con cloranfenicol y una con
Sabouraud Dextrosa agar, esterilizados (15 Ib. durante 15 min.) y se incubaron a

32 °C por 7 dias.

Las placas que no presentaron crecimiento caracteristico de
Malassezia se reportaron como negativas a los 14 dias. Las colonias compatibles
con Malassezia spp se subcultivaron en medio Dixon Agar con cloranfenicol en

tubos, por duplicado, debidamente identificados.

[11.2.2. Identificacidn de las cepas

Las especies de Malassezia se tipificaron en base a sus
caracteristicas macro- y micro morfolégicas y a sus propiedades fisioldgicas,
segun la metodologia propuesta por Guillot et al (1996). El estudio macro-
morfoldgico se llevo a cabo tomando en cuenta la consistencia, aspecto y color de
las colonias. Para el estudio micro morfolégico se realiz6 un montaje de las
colonias con Azul de Metileno al 0,25 %, que permiti6 la coloracion de las
estructuras, en la observacién microscopica se consideré el tamafio y la forma de
las blastoconidias. Para las determinaciones fisiolégicas y bioguimica se
realizaron la prueba de la Catalasa, determinacion de los requerimientos de
lipidos a diferentes concentraciones, Tween 20, 40, 60 y 80 y la utilizacién de
Triptéfano como Unica fuente de nitrégeno (Guillot et al., 1996; Crespo et al., 2008;

Aspiroz et al., 1999; Shans et al., 2004).

50



Materiales y Métodos

[11.2.3. Estudios Fisiologicos

Se inicia con el test de la catalasa el cual se fundamenta en
determinar la presencia de esta enzima en los microorganismos que presentan
citocromo, dicha enzima descompone el peréxido de hidrogeno desprendiendo
oxigeno, se realiza en un portaobjeto un extendido con la levadura a identificar,
agregando una gota de peréxido de hidrogeno de 10 volumenes, la produccion de
gas implica resultado positivo, indicando que se debe continuar el esquema
general de identificacion de Malassezia (Guillot et al., 1996; Padilla, 2005) M. restricta
es la Unica especie del género catalasa negativa, por lo que es recomendable
practicar esta sencilla prueba con todas las colonias sospechosas (Guillot et al.,

1996).

El test de asimilacion de Tween utiliza aceites poliglicosilados a
diferentes concentraciones, que dependiendo de los requerimientos de lipidos de
cada levadura se observara crecimiento alrededor de los Tween utilizados,
permitiendo la identificacion fenotipica de las diferentes especies que forman
parte del género Malassezia. Consiste en realizar una suspension en 5 ml de
agua destilada estéril con un loopful de la colonia en estudio, ajustada a 10°
células/ml; vertiendo 2 ml de la suspension en una placa de Petri estéril para
luego incorporar 16 ml del medio de Sabouraud convencional licuado, cuidando
gue la temperatura no exceda los 50 °C. Se mezcla y se deja solidificar y se
practican 4 pozos de 2 mm de diametro con un sacabocado en el sentido de las
agujas del reloj, marcando con un rotulador en el dorso de la placa. A
continuacion se llena cada pozo con 5 pl de Tween 20, 40, 60 y 80

respectivamente. Se incuba la placa a 32 °C durante 7 dias. El desarrollo o
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precipitacion de las levaduras alrededor de cada uno de los pozos indica

resultado positivo (Guillot et al., 1996; Padilla, 2005).

[11.2.4. Estudio Bioguimico

M. sympodialis presenta positividad para los tween 20, 60 y 80
normalmente, pero existen algunas cepas que asimilan los tween 20, 40, 60 y 80
al igual que M. furfur, razén por la cual es necesario realizar la prueba del
triptéfano para diferenciarlas. Las cepas compatibles con estas dos especies se
inocularon en medio de Dixon con triptéfano, constituido por 3,6 % de extracto de
malta, 2,0 % de Ox-bile, 1,0 % de Tween 40, 0,2 % de glicerol, 0,2 % de acido
oleico, 0,05 % de cloranfenicol, 0,5 % de cycloheximide y 1,2 % de agar. Una vez
esterilizado (15 Ib. por 15 min) y enfriado se le adiciona L-triptofano en una
concentracion del 0,6 %. Se incuba a 32 °C durante 7 dias. El agar que presenta
L- triptéfano permite la utilizacion de este como uUnica fuente de nitrogeno, el
aparecimiento de un pigmento marrén en el medio indica la presencia de M. furfur

(Shams et al., 2004).

111.3. ORGANIZACION DE LA INFORMACION

[11.3.1. Descripcion de las variables de la base de datos

[11.3.1.1. Variables generales

1. Ndmero de historia: Creada para el control, manejo e

identificacion de los individuos participantes en el estudio.

2. ldentificacion de los individuos: Conformada por los

nombres y apellidos de cada individuo.
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3. Fecha: Dia, mes y afio en el cual fue recolectaba la

muestra a cada individuo.

[11.3.1.2. Variables de grupo:

Los datos recogidos se tabularon en una base de datos como

variables cualitativas y cuantitativas con los siguientes valores:
[11.3.1.2.1. Variables cualitativas

Sexo: F=Femenino y M = Masculino

Localizaciones anatémicas

CC = Cuero Cabelludo

PA = Pabelldn Auricular

PE = Pecho

ESP = Espalda

111.3.1.2.2. Variables cuantitativas

Edad: Expresada en afios en todos las poblaciones
estudiados a excepciéon de la de los nifios recién

nacidos que se considerd en horas de nacidos.

Presencia de Malassezia: Numero de individuos que se

les aisl6 Malassezia

Ausencia de Malassezia: Namero de individuos que no

se les aisl6 Malassezia.

Aislados de especies de Malassezia: Numero de veces
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que se le aisl6 a un individuo una especie de

Malassezia.

l11.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentaron como cifras absolutas y en porcentajes. El
andlisis estadistico de la informacién se realiz6 a través de la prueba ji cuadrado
de independencia en el caso de tablas de contingencias (2 por k) o (j por k), para
evaluar asociacidén entre las variables nominales involucradas. Considerando el

estadistico de la prueba de X? significativo si el valor de p<0,05.

Las tablas de frecuencias fueron validadas utilizando la prueba de bondad
del ajuste entre las frecuencias observadas y esperadas segun la teoria de las
probabilidades (test multinominal de ji cuadrado). Aquellas tablas que contenian
varias celdas ceros o informacion faltante se soportaron con representaciones

graficas de barras simples, multiples y dobles. (Morales et al., 2008)

Para el analisis se utilizd el paquete estadistico Statistix, version 9, de la
NH-Analytical software. Tallahave. 2009.
111.5. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

La principal fuente de informacion fue la base de datos MEDLINE,

accesible en la siguiente direccion http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed. Se trata

de la base de datos mas completa, fiable y rigurosa de que se dispone en
Biomedicina, de gran cobertura y bien estructurada. La busqueda se realizd
mediante la introduccion de palabras claves en inglés, seleccionando los articulos
de las revistas de mayor impacto dentro del tema que nos ocupa. En algunos
casos se realizé introduciendo el nombre del primer autor del articulo relacionado

con el tema en estudio, revisando sus publicaciones hasta la actualidad.
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Resultados

Con el fin de evaluar el impacto que ejerce el entorno geografico, edad,
sexo, localizacion anatdmica, y estado de salud sobre la colonizaciéon de la piel
sana por especies del género Malassezia, se estudiaron 587 individuos sin

antecedentes clinicos ni de laboratorio de presentar infecciones en la piel.

Se solicitd la colaboracion voluntaria de cada uno de los individuos
incluidos en esta investigacion, luego de explicarles el propdsito y procedimiento
experimental de las muestras obtenidas. En el caso de los menores de edad,
previo a su inclusibn en este estudio los padres o representantes de los
participantes firmaron un informe de consentimiento. Se cumplié con las normas
propuestas en la declaracién de Helsinki y los procedimientos éticos para la toma
de muestra en humanos segun directrices del comité de ética del Consejo de
Desarrollo Cientifico y Humanistico de la Universidad del Zulia, entidad que

conocid y aprobo el desarrollo de este trabajo.

Las muestras obtenidas fueron cotejadas en edad, sexo, especies aisladas
y localizaciones anatOmicas. Los resultados de esta investigacion presentan al
inicio una tabla con el andlisis demografico de los individuos que participaron en
este estudio. En segundo término, se exponen los resultados obtenidos en las

poblaciones estudiadas mediante tablas.
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Resultados

TABLA 3. Caracteristicas demograficas de los grupos de individuos
estudiados de la poblacion del Estado Zulia.

Recién nacidos 61 37 98 24 hora de
nacido
Nifios 42 38 80 0 - 6 afios
Adolescentes 50 50 100 12 — 18 afios
Jovenes 35 21 56 19 — 25 afios
Ancianos 57 43 100 60 — 89 afios
Nifios de Etnia Afid 14 11 25 0 — 6 afios
Nifios Desnutridos 15 33 48 0 — 6 afos
Nifios con SIDA 38 42 80 0 - 6 afos

IV.1. Comparacion de los resultados obtenidos entre las diferentes
poblaciones sanas estudiadas

En el presente estudio con la finalidad de conocer la colonizacion de
Malassezia spp. como flora normal de piel sana, se compararon los resultados
obtenidos en las diferentes poblaciones evaluadas y se observé que de 434
personas sanas estudiadas a 206 (47,5 %) se les aisl6 Malassezia spp. y 228 no

presentaron aislamientos.
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Resultados

TABLA 4. Muestra la distribucion de individuos sanos positivos a

Malassezia spp. por grupos etarios. Se encontro el mayor numero de individuos

positivos en los ancianos 82 (82.0 %), seguido por adolescentes con 80 (80.0 %)

y nifios con 24 (30.0 %). Se observo que existe una asociacion significativa entre

los grupos con una tendencia lineal significativa en la distribucion de los

aislamientos en cada grupo (p < 0,05).

TABLA 4. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia spp, segun grupos etarios.

Recién nacidos 5(.1)
Nifios 24 (30.0)
*Adolescentes 80 (80.0)
Jovenes 15 (26.8)

*Ancianos 82 (82)

93 (94.9)
56 (70.0)
20 (20.0)
41 (73.2)

18 (18.0)

98 (100)
80 (100)
100 (100)
56 (100)

100 (100)

*p < 0.05
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Resultados

TABLA 5. Se observa que el mayor numero de individuos sanos positivos
correspondio al sexo masculino 118 (57.3 %), de igual forma el mayor nimero de
negativos se reportd en el género femenino. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos positivo y negativo con relacion al

sexo (p = ns).

TABLA 5. Distribucion de los individuos sanos positivos al
aislamiento de Malassezia spp, segun el sexo.

Masculino 118 (57.3) 127(55.7)
Femenino 88 (42.7) 101 (44.3)
p=ns
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Resultados

TABLA 6. Al evaluar los individuos sanos positivos a Malassezia spp. en
relacion a las diferentes localizaciones anatomicas estudiadas, se puedo observar
que espalda presento el mayor numero de aislamientos 118 (27.5 %) sin
significancia estadistica, en relacion a pabellén auricular 116 (27.0 %), pecho 113

(26.3 %) y cuero cabelludo 82 (19.1 %).

TABLA 6. Distribucion de los aislamientos de Malassezia
spp. en la poblacién sana, segun localizacion anatomica

Cuero cabelludo 82 (19.1)
Pabellon auricular 116 (27.0)
Pecho 113 (26.3)
Espalda 118 (27.5)

p=ns
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Resultados

TABLA 7. Al relacionar el nimero de individuos sanos positivos y las
especies de Malassezia aisladas, se objetivd que M. furfur fue la especie
significativamente predominante en 158 (58.7 %) individuos con respecto a las
otras especies M. sympodialis 71 (26.4 %), M. globosa 25 (9.3 %) y M. slooffiae

15 (5.6 %).

TABLA 7. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia en la poblacién sana, segun las especies

aisladas.
*M. furfur 158 (58.7)
M. sympodialis 71 (26.4)
M. globosa 25 (9.3)
M. slooffiae 15 (5.6)

*p < 0.05
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Resultados

TABLA 8. Se observaron diferencias significativas entre las poblaciones de
los individuos estudiados en relacion a los aislados de M. fufur. El mayor nimero
de casos positivos se encontré6 en los ancianos, 71 (44.9 %), seguido por
adolescentes 48 (30.4 %), nifios 19 (12.0 %), jovenes 15 (9.5 %) y recién nacidos

5 (3.2 %)

TABLA 8. Distribucion de los aislados de Malassezia furfur
en individuos sanos, segun los grupos etarios estudiados

Recién nacidos 5(3.2)
Nifios 19 (12.0)
*Adolescentes 48 (30.4)

Joévenes 15 (9.5)
*Ancianos 71 (44.9)
.

*p < 0.05
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Resultados

TABLA 9. No se observé diferencias significativas entre el sexo y el nimero
de individuos positivos a Malassezia furfur. En el género femenino 89 (53.3 %)

sujetos positivos y en el masculino 66 (43.0 %)

TABLA 9. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia furfur, seguin el sexo

Femenino 89 (53.3)
Masculino 69 (43.0)

p=ns
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Resultados

TABLA 10. Al relacionar los aislamientos de Malassezia furfur en la
poblacién sana con las localizaciones anatémicas estudiadas, se observé una
prevalencia significativa en pecho con 82 aislados (30,1 %) y en espalda con 78,
(28.7 %) con respecto a las otras areas, pabellén auricular 69 (25.4 %) y cuero

cabelludo 43, (15.8 %).

TABLA 10. Distribucion de los aislados de Malassezia
furfur en poblacién sana, segun la localizacién anatémica

Cuero cabelludo 43 (15,8)
Pabell6n auricular 69 (25,4)
*Pecho 82 (30,1)
*Espalda 78 (28,7)

*p<0.05
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Resultados

TABLA 11. No se objetivo diferencias significativas entre las poblaciones
estudiadas y el numero de individuos positivos a M. sympodialis. Observandose
aislamientos solo en los grupos de los adolescentes 48 (67.6 %) y en el de los

ancianos 23 (32.4 %).

TABLA 11. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia sympodialis, segun grupos etarios

Recien nacidos 0
Nifios 0
Adolescentes 48 (67.6)
Jovenes 0
Ancianos 23 (32.4)
o mw mao
p=ns
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Resultados

TABLA 12. Se aprecia que el sexo femenino presentd un mayor niumero de
aislamientos de M. sympodialis 40 (56.3), sin significancia estadistica con

respecto al masculino 31 (43.7).

TABLA 12. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia sympodialis, segun el sexo

Femenino 40 (56.3)
Masculino 31 (43.7)

p=ns
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Resultados

TABLA 13. No se observaron resultados significativos al evaluar el nimero
de individuos positivos a M. sympodialis en relacion a las localizaciones
anatémicas. Pabell6n auricular 32 (28.3 %), espalda 30 (26.5%), pecho 27 (23.9

%) y cuero cabelludo 24 (21.2 %).

TABLA 13. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia sympodialis, segun localizacién anatémica

Cuero cabelludo 24 (21.2)
Pabellén auricular 32 (28.3)
Pecho 27 (23.9)
Espalda 30 (26.5)

p=ns
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Resultados

TABLA 14. No se observaron diferencias significativas entre el nimero de
individuos sanos positivos a M. globosa y las poblaciones estudiadas. Los
ancianos presentaron el mayor numero de individuos positivos 8 (53.3 %),

seguidos de los nifios 6 (40.0 %) y adolescentes 1 (6.7 %).

TABLA 14. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia globosa, segun grupos etarios

Recién nacidos 0
Nifios 6 (40.0)
Adolescentes 1(6.7)
Jovenes 0
Ancianos 8 (53.3)
T @
p=ns
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Resultados

TABLA 15. No se observé una diferencia estadisticamente significativa
entre el numero de individuos positivos a M. globosa y el sexo de los individuos

estudiados, el género masculino 9 (60.0%) y el femenino 6 (40.0%)

TABLA 15. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia globosa, segun el sexo

Femenino 6 (40.0)
Masculino 9 (60.0)

p=ns
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Resultados

TABLA 16. Cuero cabelludo, pabell6n auricular y espalda presentaron el
mismo nuamero de sujetos positivos a M. globosa 4 (26.7 %) respectivamente y
pecho 3 (20.0 %). No encontrandose diferencias estadisticamente significativas
entre las localizaciones anatémicas estudiadas y el numero de individuos

positivos a M. globosa.

TABLA 16. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia globosa, segun localizacion anatomica

Cuero cabelludo 4 (26.7)

Pabellén auricular 4 (26.7)

Pecho 3 (20.0)

Espalda 4 (26.7)
I

p=ns
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Resultados

TABLA 17. No se observaron diferencias significativas entre las
poblaciones estudiadas y el numero de individuos positivos a M. slooffiae. Solo se
obtuvo aislamientos en el grupo de los ancianos 22 (88.0 %) y en el de los nifios

3 (12.0 %).

TABLA 17. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia slooffiae, segun grupos etarios

Recien nacidos 0
Nifios 3(12.0)
Adolescentes 0
Jovenes 0
Ancianos 22 (88.0)
T mao
p=ns
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Resultados

TABLA 18. EIl mayor numero de aislados a M. slooffiae correspondio al
sexo femenino 15 (60.0 %) y el menor al masculino 10 (40.0 %), no

encontrandose diferencias significativas.

TABLA 18. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia slooffiae, segun el sexo

Femenino 15 (60.0)
Masculino 10 (40.0)

p=ns
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Resultados

TABLA 19. Se objetivo que no hubo diferencias significativas entre la
distribucion de los aislados a Malassezia slooffiae y las localizaciones anatémicas.
Cuero cabelludo y pabellon auricular 10 (35.7 %) aislados respectivamente,

pecho 5 (17.9 %) y espalda 3 (10.7 %).

TABLA 19. Distribucion de los individuos sanos positivos a
Malassezia slooffiae, segun localizacién anatémica

Cuero cabelludo 10 (35.7)

Pabellén auricular 10 (35.7)

Pecho 5(17.9)

Espalda 3(10.7)
S e

p=ns
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Resultados

IV.2. NINOS DE LA ETNIA ANU

A objeto de conocer la prevalencia de las especies de Malassezia como
flora normal de piel sana de poblaciones autéctonas, se estudiaron 25 nifios de la
etnia Afiu en edades de 0 a 6 afos, 14 del sexo femenino y 11 del masculino, de
la Unidad Educativa Bartolomé Duarte de la Laguna de Sinamaica, Municipio
Guajira del Estado Zulia. De los 25 niflos descendientes de abuelos y padres Afiu,

a 19 (76 %) se les aisl6é Malassezia spp.

TABLA 20. No se observo relacion significativa entre el nimero de nifios
Afu positivos a Malassezia spp. y el sexo, se aprecio que en el género femenino

hubo 10 (52.6 %) individuos positivos y en el masculino 9 (47.4 %).

TABLA 20. Distribucién del nimero de nifios Afiu positivos
a Malassezia spp, segun el sexo

Femenino 10 (52.6)
Masculino 9 (47.4)

p=ns
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Resultados

TABLA 21. En los nifios Afiu se aislaron dos especies, M. furfur con un

predominio significativo de 19 (82.6 %) nifios positivos en comparacion con M.

sympodialis con 4 (19.4 %).

TABLA 21. Distribucién del nimero de nifios Afiu positivos
segun las especies de Malassezia

*M. furfur 19 (82.6)
M. sympodialis 4 (19.4)

*P<0.05
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Resultados

TABLA 22. Los nifios Aflu presentaron aislamientos de Malassezia spp. en
todas las localizaciones anatomicas estudiadas, sin significancia estadistica el
mayor numero de aislados se observd en pabellon auricular con 17 (30.9 %)
aislamientos, seguida por espalda y pecho con 13 (23.6 %) respectivamente y

cuero cabelludo 12 (21.8 %).

TABLA 22. Distribucién de los aislamientos de Malassezia
spp. en los nifios Aflu, segun localizacién anatémica

Cuero cabelludo 12 (21.8)
Pabellon auricular 17 (30.9)
Pecho 13 (23.6)
Espalda 13 (23.6)

p=ns
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Resultados

TABLA. 23 Se objetivo diferencias significativas al comparar el nimero de
nifios Afiu positivos a Malassezia spp. 19 (76.0 %) con los de los nifios mestizos

24 (30.0 %)

TABLA 23. Comparacién entre los nifios Afiu positivos a
Malassezia spp. con la poblacion de los nifios mestizos

Nifios Afiu *19 (76.0) 6 (24.0) 25 (100)
Nifios mestizos 24 (30.0) 56 (70.0) 80 (100)
*p<0.05
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Resultados

TABLA 24. No se observo relacion significativa entre el nimero de nifios
Afu positivos a Malassezia spp. y la poblacion de infantes mestizos segun el sexo
de los nifios estudiados, el género femenino de los Afu 10 (52.0 %) nifios
positivos, el masculino 9 (47.4 %) y en los mestizos 16 (66.7 %) en el femenino y

8 (33.3 %) en el masculino.

TABLA 24. Comparacién entre los nifios Afu positivos a
Malassezia spp. con la poblacion de los nifios mestizos, segun el
sexo.

Femenino 10 (52.6) 16 (66.7)
Masculino 9 (47.4) 8 (33.3)
p=ns



Resultados

TABLA 25. No se encontraron diferencias significativas al comparar los
aislamientos positivos entre los nifios Afiu y los mestizos en relacion a las
especies de Malassezia aisladas. M. furfur fue la especie con mayor numero de
aislados en ambas poblaciones 19 nifios positivos respectivamente, seguida por
M. globosa 6 (21.4%) en la poblacion de mestizos, M. sympodialis 4 (17.4%) en

nifios Afu y M. slooffiae 3 (10.7 %) en nifios mestizos.

TABLA 25. Comparacion entre las especies de Malassezia
aisladas en los nifios Afiu con la de la poblacién mestiza

M. furfur 19 (82.6) 19 (67.8)
M. sympodialis 4(17.4) 0
M. globosa 0 6 (21.4)
M. slooffiae 0 3 (10.7)
p=ns
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Resultados

TABLA 26. La localizacion anatomica con mayor namero de colonizacion a
Malassezia fue pabellén auricular con 17 (30.9 %) aislados, seguida por pecho y
espalda con 13 (23.6 %) aislamientos para cada una y cuero cabelludo 12 (21.8
%). En los nifios mestizo se observo en espalda 11 (30.6 %) casos positivos,
cuero cabelludo 10 (27.85 %), pabelldén auricular 8 (22.2 %) y pecho 7 (19.4 %).

No se encontraron diferencias significativas al comparar ambas poblaciones

TABLA 26. Comparacion entre los nifios Afiu positivos a
Malassezia spp. con la poblaciéon de los nifios mestizos,
segun la localizacion anatémica

Cuero cabelludo 12 (21.8) 10 (27.8)
Pabellon auricular 17 (30.9) 8 (22.2)
Pecho 13 (23.6) 7 (19.4)
Espalda 13 (23.6) 11 (30.6)

p=ns

80



Resultados

IV.3. NINOS DESNUTRIDOS

A fin de conocer la colonizacion de la piel sana por especie de Malassezia
spp. en nifios con desnutricion cronica, se estudiaron 48 desnutridos, 15 del sexo
femenino y 33 del masculino, en edades comprendidas entre 0 a 6 afios. 32 de
ellos resultaron positivos a Malassezia spp. lo cual represent6 el 66,7 % de la

poblacién analizada.

TABLA 27. Al relacionar el numero de desnutridos positivos a Malassezia
spp. con el sexo de esta poblacion, se observaron diferencias significativas, el
género masculino con un mayor numero de individuos positivos 26 (81.3 %) en

relacion al femenino 6 (18.8 %).

TABLA 27. Distribucion del numero de nifios desnutridos
positivos a Malassezia spp, segun el sexo.

*Masculino 26 (81.3) 7 (43.75)
Femenino 6 (18.8) 9 (56.25)
*P<0.05
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Resultados

TABLA 28. Se observa que en los nifios desnutridos M. furfur obtuvo un
predominio significativo de infantes positivos 32 (91.4 %) en relacion a M. slooffiae

3 (8.6 %).

TABLA 28. Distribucion del nimero de nifios desnutridos
positivos, segun las especies de Malassezia

*M. furfur 32 (91.4)
M. slooffiae 3 (8.6)

*P<0.05
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Resultados

TABLA 29. Los nifios desnutridos presentaron colonizacion por Malassezia
spp. en todas las localizaciones anatémicas estudiadas, sin significancia
estadistica el mayor numero de aislados se observd en cuero cabelludo con 15
(32.6 %) aislamientos, seguida por pabellon auricular 12 (26.1 %), pecho con 10

(21.7 %) y espalda 9 (19.6 %).

TABLA 29. Distribucién de los aislamientos de Malassezia
spp. en los nifios desnutridos,segun localizacién anatémica

Cuero cabelludo 15 (32.6)

Pabellén auricular 12 (26.1)

Pecho 10 (21.7)

Espalda 9 (19.6)
S e

p=ns
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Resultados

TABLA 30. Al comparar el numero de nifilos desnutridos positivos a
Malassezia spp. con los nifios sanos. Se observd que de un total de 48 infantes
desnutridos estudiados 32 (66.6 %) de ellos fueron positivos y 16 (33.3%) no
presentaron aislamientos, mientras que en los sanos 24 (30.0 %) fueron positivos
y 56 (70.0) negativos. Se objetivo una diferencia estadisticamente significativa en
la prevalencia de frecuencia de aislamientos positivos en nifios desnutridos

comparados con aquellos sin desnutricion (p < 0,05).

TABLA 30. Comparacion de la positividad para Malassezia
spp, entre nifios sanos y nifios desnutridos.

Positivo 24 (30.0) *32 (66,6)
Negativo 56 (70.0) 16 (33,4)
*p<0.05
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Resultados

TABLA 31. Se observé un predominio significativo de nifios positivos al
aislamiento de Malassezia en el sexo masculino de los desnutridos 26 (81.3 %) al
relacionarlos con los de la poblacion sana 16 (66.7%), en el género femenino para
los desnutridos se obtuvo 6 (18.8 %) positivos, mientras que para los sanos 8

(33.3 %).

TABLA 31. Comparacion entre los nifios desnutridos positivos a
Malassezia spp. con la poblacion de nifilos sanos, segun el sexo.

Masculino *26 (81.3) 16 (66.7)
Femenino 6 (18.8) 8 (33.3)
*p<0.05
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Resultados

TABLA 32. Se observa que en los nifios desnutridos M. furfur obtuvo un
predominio significativo de infantes positivos 32 (91.4 %) en comparacion a los
nifos sanos 19 (67.9 %), en menor cantidad M. slooffiae con 3 (8.6 %)

desnutridos positivos y en sanos M. slooffiae 3 (10.7 %) y M. globosa 6 (21.4 %)

TABLA 32. Comparacion entre los nifilos desnutridos positivos a
Malassezia spp. con la poblacion de nifios sanos, segun las
especies de Malassezia aisladas

*M. furfur 32 (91.4) 19 (67.9)
M. slooffiae 3(8.6) 3 (10.7)
M. globosa 0 6 (21.4)

*p<0.05
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TABLA 33. La localizacion anatomica con mayor namero de aislamientos
para los nifios desnutridos fue pabellon auricular con 21 (28.4 %) infantes
positivos, seguida por espalda con 20 (27.0 %), pecho 18 (24.3 %) y cuero
cabelludo 15 (20.2 %). En los nifios sanos se observl en espalda 11 (30.6 %)
nifios, cuero cabelludo 10 (27.85 %), pabellon auricular 8 (22.2 %) y pecho 7 (19.4

%). No se encontraron diferencias significativas al comparar ambas poblaciones.

TABLA 33. Comparacion entre los nifios desnutridos
positivos a Malassezia spp. con la poblacion de nifios
sanos, segun localizacién anatémica

Cuero cabelludo 15 (20.2) 10 (27.8)
Pabellén auricular 21 (28.4) 8(22.2)
Pecho 18 (24.3) 7 (19.4)
Espalda 20 (27.0) 11 (30.6)

p=ns
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IV.4. NINOS CON SIDA.

Se estudiaron 80 nifios con SIDA sin infecciones dermatologicas en piel y
cuero cabelludo. En edades comprendidas entre 0 a 6 afios, 38 del sexo femenino
y 42 del masculino, de los cuales 21 (26,3 %) presentaron colonizacién por

Malassezia spp., la Unica especie aislada en esta poblacion fue M. sympodialis

TABLA 34. No se observaron diferencias significativas al relacionar el
namero de niflos con SIDA positivos a Malassezia spp. con el sexo de esta
poblacién, el género femenino con 12 (57.1 %) individuos positivos y el masculino

9 (42.9 %)

TABLA 34. Distribucién del nimero de nifios con SIDA positivos
a Malassezia spp, segun el sexo.

Masculino 9 (42.9) 33 (55.9)
Femenino 12 (57.1) 26 (44.1)
p=ns
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TABLA 35. Al relacionar el nimero de nifios con SIDA positivos a
Malassezia spp con las localizaciones anatomicas estudiadas, se observo que
pabellon auricular fue la regién con mayor nimero de aislados 12 (31.6 %) sin
significancia estadistica con respecto a pecho 10 (26.3 %), espalda 9 (23.7 %) y

cuero cabelludo 7 (18.4 %).

TABLA 35. Distribucién de los aislamientos de Malassezia
spp. en los nifios con SIDA, segun localizacién anatémica

Cuero cabelludo 7 (18.4)
Pabellon auricular 12 (31.6)
Pecho 10 (26.3)
Espalda 9 (23.7)

p=ns
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TABLA 36. La relacion entre nifios con SIDA positivos a Malassezia spp. y nifios
sanos no arrojo diferencias significativas, en SIDA 21 (46.7 %) nifios positivos y

en sanos 24 (53.3 %)

TABLA 36. Comparacion entre los nifilos con SIDA
positivos a Malassezia spp. con los nifios sanos

SIDA 21 (46.7) 59 (51.3)
Sanos 24 (53.3) 56 (48.7)
p=ns
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TABLA 37. No se observo relacion significativa entre el nimero de nifios
con SIDA positivos a Malassezia spp. y la poblacion de nifios sanos segun el sexo
de los infantes estudiados, el género femenino 12 ( 57.1 %) positivos, el
masculino 9 (42.9 %) y en los sanos 16 (66.7 %) en el femenino y 8 (33.3 %) en el

masculino.

TABLA 37. Comparacion entre los nifios con SIDA positivos a
Malassezia spp. con la poblacion de nifilos sanos, segun el sexo.

Masculino 9 (42.9) 8 (33.3)
Femenino 12(57.1) 16 (66.7)
p=ns
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TABLA 38. Al analizar la localizacion anatdmica se observd que el mayor
namero de nifilos con SIDA positivos a Malassezia spp. se encontré en pabellon
auricular con 12 (31.6 %), seguida por pecho con 10 (26.3 %), espalda 9 (23.7 %)
y cuero cabelludo 7 (18.4 %). En los nifios sanos la region del cuerpo con mayor
porcentaje de infantes positivos fue espalda 11 (30.6 %) seguida por cuero
cabelludo 10 (27.8 %), pabellon auricular 8 (22.2 %) y pecho 7 (19.4 %). No se

encontraron diferencias significativas al comparar ambas poblaciones.

TABLA 38. Comparacion entre los nifios con SIDA
positivos a Malassezia spp. con la poblacion de nifios
sanos, segun localizacién anatomica

Cuero cabelludo 7 (18.4) 10 (27.8)
Pabellén auricular 12 (31.6) 8(22.2)
Pecho 10 (26.3) 7 (19.4)
Espalda 9 (23.7) 11 (30.6)

p=ns
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Las levaduras del género Malassezia son consideradas parte de la flora
normal de piel de humanos y otros vertebrados de sangre caliente (Midgley, 2000).
Se han aislado en un 90 % de la piel de adultos sanos, y en un 36,3 % de la de
nifios. La mayoria de las especies requieren de acidos grasos de cadena media y
larga como fuente de carbono, por lo que son llamadas levaduras dependientes
de lipidos (Hernandez et al., 2003). La utilizacion de esos lipidos hace que la
presencia de estos hongos sea mayor en aquellas zonas con abundancia de

glandulas sebaceas como espalda, pecho, cuero cabelludo y cara (Gupta et al.,

2001).

El grado de colonizacion y la prevalencia de las especies de Malassezia
varian de acuerdo a la edad, sitio del cuerpo y localizacion geografica (Feargman,
1983; Roberts, 1969; Faergman et al., 1980), ademas de estos factores se considera
que las costumbres higiénicas asi como las condiciones climatolégicas de las
areas en donde se encuentran los individuos, posiblemente influyan en el habitat

de estas levaduras (Gupta et al., 2004).

A partir de la descripcion de nuevas especies de Malassezia, identificadas
por estudios morfolégicos, fisiologicos y moleculares, se han realizado
investigaciones en diversas areas geograficas, para establecer la colonizacion de
estos hongos en individuos sanos, asi como la asociacion entre cada una de las

especies y las diferentes patologias (Hernandez et al., 2003).

Esta investigacion se propone determinar el nimero de individuos sanos y
enfermos positivos a Malassezia y establecer las especies predominantes en
cada una de las poblaciones estudiadas y su relacion con la edad, sexo y
localizaciones anatomicas. Con estos resultados se pretende ampliar los

conocimientos en relacién al papel ecoldgico, epidemioldgico y patologico del
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género Malassezia.

V.1. Comparacion de los resultados obtenidos entre las poblaciones de

individuos sanos.

Existe un gran interés en conocer los patrones de colonizacion entre los
diferentes grupos de edades de individuos sanos, en base a caracteristicas como

sexo y localizacién anatomica.

Considerando lo antes expuesto, en el presente estudio con la
finalidad de conocer la colonizacion de Malassezia spp. como flora normal de piel
sana, se estudiaron 434 personas sanas. Obsevandose que 206 (47,5 %) se les

aislé Malassezia spp. y 228 (52.5 %) no presentaron aislamientos.

Al relacionar en numero de individuos con aislamientos de Malassezia spp.
con la poblacién bajo estudio constituida por recién nacidos, nifios, adolescentes,
jovenes y ancianos. Se observd que el mayor numero de individuos positivos a
Malassezia spp. correspondié al grupo de los ancianos y al de los adolescentes,
resultados similares fueron reportados por Gupta et al. (2004), quienes en un
trabajo realizado en individuos sanos, distribuidos en diferentes grupos etarios,
encontraron una mayor colonizacion en los adolescentes y en los ancianos.
Varios pueden ser los factores que explican este hallazgo, en primer lugar el
incremento de los niveles de lipidos que ocurre en la piel durante la pubertad, lo
cual aumenta la colonizacion por Malassezia (Gupta et al., 2004), en segundo lugar
se ha sefialado que en la edad senil la respuesta inmunitaria especifica y no
especifica a estas levaduras disminuye, lo que podria estar influyendo en la alta
colonizacion de Malassezia en este grupo etario (Ashbee et al., 2002), ademas los
ancianos analizados en este estudio convivian en areas que carecian de sistemas

de climatizacion, lo que favorece la sudoracion, humedad en la piel, aumento en
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la actividad de las glandulas sebaceas, haciendo posible una mayor colonizacion
de la piel sana, y por ultimo esta poblacion de ancianos se aplicaban ungiientos
oleosos en la piel, lo que podria haber influido en la colonizacion de la piel por el

género Malassezia (Martinez et al., 2010).

Muchos investigadores han evaluado la colonizacién de la piel sana por
Malassezia spp y su relacion con el sexo encontrando diferentes resultados. En
un trabajo realizado en Bosnia y Herzegovina (Prohic A, 2005) en 20 hombres y 20
mujeres, reportaron resultados no significativos entre ambos. Igualmente en
Canada (Gupta et al., 2004) la colonizacién fue similar para uno u otro sexo. Marcon
et al. (1992) no encontrd correlacion con el sexo y el aislamiento de Malassezia. En
Venezuela Rodriguez (1999), obtuvo un predominio significativo en el sexo

masculino en nifos en edad escolar.

En la poblacién de individuos sanos evaluada en este estudio, no se les
observé diferencias significativas entre los sexos y el nimero de individuos
positivos a Malassezia, el género masculino presentd un mayor numero de
individuos positivos en relacién al género femenino. Esto podria atribuirsele al
hecho de que el hombre tiene mayor nimero de organismos y mas biotipos que
las mujeres; debido a la alta produccion de sudor asi como la tendencia del
hombre a usar ropa mas oclusiva. Otro posible factor puede ser el aumento de la

produccion de sebo y diferencias hormonales entre sexos (Sanchez et al., 2006).

Al relacionar los individuos sanos positivos a Malassezia spp. con las
diferentes localizaciones anatomicas estudiadas, se puedo observar que el mayor
namero de individuos positivos a Malassezia spp. 118 (27.5 %) presentaron
colonizacion en espalda, sin significancia estadistica en relacion a las otras

localizaciones. Resultados similares fueron reportados por Tarazooie et al. (2004)
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quienes sefialan no haber encontrado diferencias en la distribucion de Malassezia

en las diferentes localizaciones anatémicas estudiadas en individuos sanos.

En esta investigacion al analizar las especies de Malassezia aisladas en las
diferentes poblaciones de individuos sanos, se observaron diferencias
significativas, M. furfur fue la especie con mayor nimero de individuos positivos
seguida por M. sympodialis, M. globosa y M. slooffiae. Estos datos concuerdan
con los presentados en Colombia por Rincén et al. (2002) quienes encontraron una
mayor frecuencia de M. furfur y en menor porcentaje M. sympodialis y M. globosa.
Aguilera et al. (2010) en Mexico en un estudio realizado en piel sana reportaron un
predominio de M. furfur y luego M. sympodialis y M. slooffiae. A diferencia de los
resultados obtenidos en otros estudios (Gupta et al., 2004; Martin et al., 2010) que

sefialan una mayor frecuencia de M. sympodialis.

Estudios realizados sobre la colonizacion de la piel sana por especies del
género Malassezia en diversas areas geograficas muestran resultados diferentes,
en Espafia Martin et al. (2010) y en Canada Gupta et al. (2004) reportan M.
sympodialis como la especie mas comun, en Japon Sugita et al. (2010) M. resticta.
Midgley (2000) sefiala que M. furfur es la especie encontrada en mayor proporcion
en piel de individuos sanos que habitan en areas tropicales. Estos resultados
sugieren que las caracteristicas geograficas y ambientales en las cuales se
encuentran las personas podrian determinar la frecuencia de una u otra especie

de Malassezia en diferentes regiones del mundo (Faegemann et al., 1980; Gupta et al.,

2004).

La distribucion de los aislados de M. furfur de acuerdo a los diferentes sitios
anatomicos estudiados en las poblaciones sanas evaluadas, no mostraron

diferencias significativas, encontrandose un mayor numero de aislados en la
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espalda, seguida de pabelldn auricular, pecho y cuero cabelludo. Estos hallazgos
concuerdan con lo sefalado Hernandez et. al. (2003) quines afirman que en

sujetos sanos M. furfur se aisla principalmente del tronco.

En el presente trabajo se estudio la relacion de las diferentes especies de
Malassezia aisladas en poblacion sana con variables como la edad, sexo y
localizaciones anatomicas obteniéndose diversos resultados, los cuales se

exponen a continuacion.

La edad ha sido considerada un factor relacionado con la cantidad de
Malassezia presente en la piel sana, durante la pubertad hay un aumento de la
actividad de las glandulas sebaceas, lo cual conduce a una mayor producciéon de
sebo que satisface la naturaleza dependiente de lipidos de estas levaduras.
Confirmandose asi la importancia que tiene los cambios hormonales en la
composicién de los aminoacidos, lipidos, y sebo en la etapa de la preadolescencia
y adolescencia en la colonizacion de la piel sana por especies del género

Malassezia (Morros et al., 2002; Prohic, 2005).

En general se ha observado que la prevalencia de estas levaduras es mas
alta en adultos que en nifios (Gupta et al., 2004), reportandose un indice de
colonizacion de M. furfur muy bajo en nifilos sanos, siendo su aislamiento
ocasional en grupos etarios de 4 a 10 afios incrementandose en la pubertad; por
ello es posible establecer una clara relaciébn con la mayor actividad de las
glandulas sebaceas en esa época (Bregbrant et al., 1994), decreciendo en la tercera

edad (Silva et al., 1996).

En esta investigacion el mayor nimero de individuos positivos a M. furfur

(p<0.05) se presento en los ancianos y en segundo lugar en los adolescentes,
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resultados similares fueron reportados por Gupta et al. (2004), quienes en un
estudio realizado en individuos sanos, distribuidos en diferentes grupos etarios,

encontraron una mayor colonizacion en los adolescentes y en los ancianos.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al analizar la
relacion entre M. furfur y el sexo de los individuos estudiados. Varios autores han
publicado no haber encontrado diferencias (Gupta et al., 2002; Marcon et al., 1992;
Leeming et al., 1986). Resultados que se corresponden con los encontrados en la
presente investigacion, donde el nimero de aislamientos fue similar para ambos

SeXxos.

La distribucion de los aislados de M. furfur en los diferentes sitios
anatomicos de las poblaciones sana estudiadas, mostr6 un predominio
significativo, aislandose en mayor porcentaje en pecho y espalda. Resultados
similares fueron publicados por Leeming et al. (1986) y por Rodriguez et al. (2005)
quienes reportaron la espalda y el pecho como las regiones anatébmicas mas

frecuentes para M. furfur.

En relacion al estudio del aislamiento de M. sympodialis en las diferentes
poblaciones sanas evaluadas en este trabajo, se observé que la presencia de
esta levadura no fue significativa, encontrdndose solo en los grupos de
adolescentes y ancianos. Estos datos se corresponden con los reportados en
Colombia (Rincon et. al., 2002) y Mexico (Aguilera et al. 2010) quienes encontraron

una mayor prevalencia de M. furfur y en menor porcentaje M. sympodialis.

En relacion al analisis de los aislamientos de M. sympodialis segun el sexo
de los individuos estudiados, varios autores han publicado no haber encontrado

diferencias significativas (Gupta et al., 2002; Marcon et al., 1992; Leeming et al., 1986).
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Resultados que se corresponden con los observados en la presente investigacion,
en donde el nimero de aislamientos fue similar entre el género femenino y el

masculino.

La distribucion de M. sympodialis en los diferentes sitios anatdémicos de la
poblacion sana estudiada revel6 un mayor porcentaje de aislamientos en Pabellén
auricular sin importancia estadistica. Estos hallazgos difieren de los reportados
por Gupta et al. (2004), quienes sefialan que M. sympodialis en adultos se aisla

con mayor frecuencia en pecho y espalda.

La tercera especie aislada en esta investigacion fue Malassezia globosa,
no presentando diferencias significativas en el nUmero de individuos positivos en
las poblaciones sanas analizadas, esta especie se encontré6 en mayor porcentaje
en el grupo de los ancianos. Resultados que coinciden con los reportados por

Martin et. al. (2010) en Espafia, quienes aislaron M. globosa en adultos sanos.

No se objetivo diferencias significativas entre el nimero de individuos
sanos positivos a M. globosa y el sexo de las poblaciones estudiadas. Resultados

similares fueron reportados en Bosnia y Herzegovina (Prohic A, 2005) y en Canada

(Gupta et al., 2004).

El estudio de las localizaciones anatomicas y el aislamiento de M. globosa
muestran que cuero cabelludo, pabellon auricular y espalda presentaron el mismo
namero de aislamientos. No encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre las localizaciones anatomicas estudiadas y los aislamientos de
M. globosa. Estos resultados difieren de los encontrados por Gupta et al. (2004), en
individuos sanos donde cuero cabelludo fue el sitio anatdmico mas frecuente para

M. globosa.
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La cuarta especie aislada en la poblacion sana estudiada en esta
investigacion fue M. slooffiae sin significancia estadistica en relacion al nUmero de

individuos positivos y a su distribucion en uno y otro sexo.

En esta investigacion al evaluar los resultados obtenidos entre aislamientos
de Malassezia slooffiae y las localizaciones anatémicas de la poblacién sana
estudiada, no se observaron diferencias significativas, cuero cabelludo y pabellon
auricular fueron las regiones con mayor numero de aislamientos. Datos que
difieren de los presentados por Gupta et al. (2004), quienes reportaron la espalda

como el sitio anatdmico mas frecuente para M. slooffiae.

V.2. NINOS INDIGENAS DE LA ETNIA ANU

Los pueblos indigenas de Venezuela constituyen la poblacién originaria del
Pais y un importante sector de la sociedad Venezolana actual, cada uno con su
historia, idioma y cultura. Han experimentado transformaciones en sus culturas y
a la vez, han incorporado nuevos objetos, instrumentos y palabras provenientes
de otras culturas. Sin embargo, a pesar de estas transformaciones e
incorporaciones, contindan en gran parte manteniendo los nucleos profundos de

Su ser y de su cultura (Amodio, 2005).

El cuarto grupo aborigen mas importante del pais esta representado por los
indigenas Afu. Conocidos también como “Paraujanos” (hombres que viven en las
aguas). El medio ambiente lacustre, donde predominan ciénagas y mangle,
caracteriza de manera general la vivencia social y cultural de este grupo étnico.
La aldea Afu esta constituida por varios grupos de palafitos asentados en las
aguas de la Laguna de Sinamaica, relativamente cerca de la ribera, a una decena
de metros los unos de los otros, unidas a veces por pasadizos de madera. El

medio de transporte es la canoa (cayuco), tanto para la comunicacion entre los
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caserios mas alejados como con la ribera (Amodio, 2005).

La Laguna de Sinamaica esta ubicada en una zona que posee una
temperatura promedio anual de 28,67 °C (maxima 31,2 °C y minima 27,2 °C), con
un promedio de humedad relativa alta de 68 % durante todos los meses del afo,

se ha detectado una minima de 59 % y una maxima de 78 % (Velasquez et al., 2008).

La colonizacion por especies del género Malassezia es de
aproximadamente el 90 % de la piel de los individuos sanos y parece estar
influenciada por factores raciales, sexuales, genéticos y ambientales (Gupta et al.,
2004), algunos datos apuntan que el principal factor que contribuye en la

colonizacion de la piel de los recién nacidos e infantes son los ambientales

(Marcon et al., 1992).

Es importante mencionar que son escasas las investigaciones realizadas
sobre el aislamiento de Malassezia en poblacion Afu. Los trabajos hasta ahora
reportados han sido desarrollados por esta misma autora, haciéndose necesario
realizar otras investigaciones que nos permitan establecer la frecuencia y
distribucion del género Malassezia y sus especies en la etnia Afu, la cual
presenta condiciones raciales, econémicas y geograficas diferentes al resto de la

poblaciones sanas evaluadas en este estudio.

En la presente investigacion se analizaron un total de 25 nifios
pertenecientes a la etnia Afiu de la Laguna de Sinamaica, 19 (76 %) fueron
positivos a Malassezia spp. Autores como Isa et al. (2001), Gupta et al. (2004) y
Marcon et al. (1992), sefialan que la colonizacién de la piel sana por Malassezia
spp. esta influenciada por factores raciales, genéticos y climaticos o ambientales.

Es de resaltar que las caracteristicas de humedad y calor del medio ambiente en
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las cuales viven estos indigenas y las condiciones precarias y reducidas de
espacio de los palafitos en los cuales habitan, podrian ejercer un efecto positivo

para la colonizacion de la piel por Malassezia.

Se aislaron dos especies de Malassezia en los nifios Afiu, M. furfur con un
predominio significativo en relacion a M. sympodialis. Resultados similares fueron
encontrados en México (Aguilera et al., 2010) en nifios menores de 5 afios donde
aislaron en mayor proporcion M. furfur seguida de M. sympodialis y M. slooffiae.
Gupta et al. (2004) afirma que M. furfur es mas frecuente en nifios y adolescentes y

M. sympodialis en adultos sanos.

En los Afu positivos a Malassezia y el sexo de los nifios estudiados, no se
observaron diferencias significativas. Resultados que concuerdan con otros
autores, Mesa et al. (2009) en una investigacion realizada en recién nacidos,
sefiala no haber obtenido diferencias significativas entre los cultivos positivos y el
sexo de los grupos estudiados. En un trabajo sobre prevalencia de Malassezia en
varios sitios del cuerpo en individuos sanos, no encontrd relacion entre el nimero

de muestras positivas y el sexo de los individuos evaluados (Gupta et al., 2004).

Tomando en consideracion que se ha sefialado que los factores étnicos y
geograficos influyen en la especie y la cantidad de levaduras aisladas de la piel
sana (Martin et al., 2010); Se compararon los resultados en relacion al nUmero nifios
positivos a Malassezia spp. entre la poblacion de los nifios Afiu con la de nifios
mestizos, la poblacién Afiu presenté un predomino significativo con respecto a la
de los mestizos. Al estudiar el nUmero de aislamientos en ambas poblaciones y
relacionarlas con las localizaciones anatomicas no se objetivd una asociacion
estadisticamente importante. Pabellébn auricular obtuvo el mayor numero de

aislados en los niflos Afiu y espalda en los nifios mestizos. Resultados que
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difieren de un estudio realizado en Teran Iran (Tarazooie et al., 2004), en niflos en el
cual el cuero cabelludo fue la localizacion anatdmica con mayor namero de

aislados.

V.3. NINOS DESNUTRIDOS

Se ha sefalado que las deficiencias nutricionales podrian influir en la
colonizacion de la piel sana por especies del género Malassezia (Carrillo et al.,
2004). En nifios desnutridos la carencia de acidos grasos en la piel ocasiona que
esta se vuelva seca, escamosa, delgada e inelastica, semejando a la piel de la

vejez (Fitzpatrick et al., 1997).

En esta investigacion se evaluaron 48 nifios desnutridos de los cuales 32
(66,7 %) fueron positivos a Malassezia, coincidiendo con Bergbrant y Broberg
(1994), quienes reportaron que la cantidad de Malassezia recuperada en la piel de
nifios fue alta (87 %). Cabe destacar que la poblacién seleccionada para este
estudio estaba representada por nifios desnutridos, los cuales por la deficiencia
nutricionales reflejan modificaciones en el aspecto de la piel. La mala nutricion
proteica energética, es la principal causa de inmunodeficiencia en estos nifios, lo
gue conlleva a una alta incidencia de infecciones bacterianas, parasitarias y
micoticas, asi como alteraciones de la flora normal de la piel (www.unicef.org, 1998).
Esto podria explicar el elevado porcentaje (66,7%) de aislamientos del género

Malassezia en la piel de los desnutridos estudiados.

En la poblacion de los nifios desnutidos se aislaron dos especie de
Malassezia, M. furfur (p<0.05) y M. slooffiae. Resultados similares fueron
reportados en otras investigaciones donde M. furfur fue la especie

significativamente mas frecuente (Gupta et al., 2004; Tarazooie et al., 2004; Ochoa,

2006).
104


http://www.unicef.org/

Discusion

Al evaluar el niumero de individuos positivos a Malassezia spp. y el sexo de
la poblacion estudiada, se observaron diferencias significativas, el género
masculino con un mayor namero de individuos positivos en relacién al femenino.
Resultados similares fueron reportados por Rodriguez (1999) quien encontré un

mayor niumero de aislamientos en el sexo masculino en edad escolar.

Se considerd importante comparar los resultados obtenidos en los nifios
desnutidos con una poblacién de nifios sanos, para esto se estudiaron 80 nifios
con desnutricion cronica y 80 nifios sanos. Al relacionar el niumero de nifios
positivos a Malassezia spp. entre ambas poblaciones se observé un predominio
significativo en los nifios desnutridos en relacion a los sanos, diversos factores
como climatolégicos y nutricionales podrian tener un papel importante en las
colonizacion de la piel por Malassezia spp. (Gupta et al., 2004). La condicion de
desnutricién conlleva a la inmunodeficiencia (www.unicef.org, 1998) y aunado a esto
en la superficie de la piel existen una amplia gama de sustancias liposolubles, las
cuales se eliminan por el sudor, las elevadas temperaturas y humedad
incrementan el material sebaceo excretado aproximadamente 3 veces mas de la
cantidad normal (Fitzpatrick et al., 1997; Tarazooie et al., 2004), lo cual hace que la
colonizacion de estas levaduras sea mayor. Este aumento de la actividad de las
glandulas sebaceas satisface la naturaleza dependiente de lipidos de Malassezia
(Urbina, 1997). Es importante resaltar que los nifilos desnutridos evaluados en esta
investigaciéon se encontraban en un clima célido y humedo, con ausencia de
sistemas de climatizacion en los hogares de cuidados diarios, lo que podria
explicar que la colonizacion de estas levaduras fuese mas elevada en
comparacion a la poblacion de nifios sanos los cuales se encontraban en

ambientes climatizados.
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Al comparar la colonizacibn de las diferentes especies del género
Malassezia presentes en la poblacién de nifios desnutridos con nifios sanos, se
observdé un predominio significativo de M. furfur en ambas poblaciones con
repecto a las otras especies aisladas, resultados similares fueron reportados por
Gupta et al. (2004) quienes afirman que M. furfur fue significativamente mas

frecuente en nifios de 0 a 3 afos.

En la relacion entre nifios desnutridos positivos a Malassezia spp. con
nifos sanos y las localizaciones anatémicas, no se encontraron diferencias

significativas. Resultados similares fueron publicados por Tarazooie et al. (2004).

V4. NINOS CON SIDA

La superficie de la piel se encuentra colonizada principalmente por flora
bacteriana y fungica, quienes desarrollan un papel importante en la proteccion
cutanea. La funcion de la barrera de la piel se establece por la interrelacion de la
capa cornea y la capa lipidica superficial entre el medio interno y el entorno. Ya se
ha mencionado que la flora fungica estad representada principalmente por el
género Malassezia que son organismos dependientes de lipidos que habitan en
areas ricas en glandulas sebaceas (Santamaria et al., 2002), Sin embargo, puede ser
modificada por diversos factores como piel grasa, exceso de transpiraciéon o
hiperhidrosis, la desnutricion, inmunosupresion y la herencia; asi como, por

factores exdgenos como el calor y la humedad (Ochoa, 2006).

El género Malassezia forma parte de la flora habitual de la piel de los
humanos, con capacidad para provocar infecciones sistémicas en huéspedes
inmunocomprometidos (zuiani et al., 2006). Las infecciones oportunistas han sido la
principal causa de morbilidad y mortalidad de los pacientes infectados por el virus

de la inmunodeficiencia humana (Barros et al., 2008).
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Cabe destacar que en la literatura consultada no se encontraron trabajos
sobre la identificacion de especies de Malassezia en nifios con SIDA, por lo que
se podria considerar como el primero realizado en esta poblacion, es por ello que

se hace necesario continuar con estos estudios

En esta investigacibn se estudiaron 80 nifios con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida 21 de ellos se les aisl6 Malassezia spp. Estudios en
adultos muestran que la infeccion por VIH no predispone a que haya una
colonizacion mas abundante de Malassezia spp. en piel; sin embargo, la
progresion a SIDA puede evidenciarse en la evolucion de las lesiones cutaneas

asociadas con Malassezia spp. (Arenas et al., 2010).

En el grupo de los nifios con SIDA solo se aisl6 M. sympodialis, este
hallazgo de aislarse una sola especie de Malassezia en la poblacion antes
mencionada, podria deberse a la mejoria inmunitaria de los nifios estudiados
inducida por la terapéutica antirretroviral, asi como a la profilaxis con antifungicos
gue se utilizan en estos pacientes (Almagro et al., 2002), impidiendo el desarrollo de
otras especies de Malassezia nutricionalmente mas selectivas y de crecimiento

mas lento que M. sympodialis (Crespo et al., 1999).

Varios autores (Gupta et al., 2004; Guého et al., 1998; Prohic, 2005) han
reportado que no hay diferencias estadisticamente significativas en la
colonizacion de la piel sana entre el sexo femenino y el masculino. Datos que
concuerdan con los obtenidos en esta investigacion, en la cual no se observo

diferencias entre el sexo de los nifios con SIDA y la presencia de Malassezia.

La distribucion de M. sympodialis en los diferentes sitios anatobmicos mostro

un predominio no significativo en pabellon auricular, este hallazgo es similar al

107



Discusion

reportado por Gupta et al. (2004) en nifios sanos, quienes encontraron que M.
sympodialis en infantes se aisla con mayor frecuencia en cabeza a diferencia de

los adultos donde predomina en pecho y espalda.

Al estudiar la frecuencia de aislamientos de Malassezia en el grupo de
ninos con SIDA y compararla con el de los infantes sanos, No se observaron
diferencias significativas. Se ha sefalado que la cantidad de Malassezia
recuperada de la piel sana de nifios es muy baja, esto se debe a que tienen

menor cantidad de sebo en la piel. (Gupta et al., 2004).

Se compar6 las especies aisladas de Malassezia de la poblacion de nifios
con SIDA con las recuperadas en el grupo de nifios sanos, encontrandose un
mayor numero de aislados de M. sympodialis sin diferencias significativas entre
ambas poblaciones. Diversos estudios sefialan que M. sympodialis esta presente
con mayor frecuencia en piel sana. Por ejemplo Martin et al. (2010) en Espafia
reporta que esta especie fue aislada en mas del 90 % de los individuos
estudiados. Kindo et al. (2004) en la India encontré un 58,33 % de aislamientos en
piel sana. En Sarajevo, Bosnia y Herzegovina Prohic (Prohic, 2005) la aislé en un
72,5 % de las muestras estudiadas. A diferencia de lo expuesto anteriormente
otros autores han obtenidos resultados diferentes, asi, Gupta et al. (2004) en
Canada en un grupo etario de 4 a 14 afios demostr6 que M. globosa fue la
especie predominante. Rendic et al. (2003) recuperaron a M. globosa en un 77 %

en piel sana.

Cuando se realizo el andlisis por sexo, se evidencio al comparar los dos
grupos estudiados que no hubo diferencias, En efecto en algunos trabajos (Gupta
et al., 2004; Prohic, 2005; Tarazooie et al., 2004; Mesa et al., 2009) publican no haber

obtenido diferencias importantes entre sexos.
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Al examinar la relacion entre el nimero de nifios con SIDA y los sanos
positivos a Malassezia y las localizaciones anatomicas, se observé que espalda y
pecho presentaron el mayor numero de aislamientos sin diferencias significativas

entre ambas poblaciones.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo asi como los de los
otros autores mencionados en esta investigacién, ponen en evidencia una alta
diversidad de especies de Malassezia colonizando la piel sana. Sin embargo, no

siguen un patrén homogéneo, como para llegar a conclusiones definitivas.

El habitat de estas levaduras podria estar influenciada por la cantidad y
composiciéon de los lipidos de la piel, costumbres higiénicas, la edad, los sitios
anatomicos, factores intrinsicos (raza, genéticos) y extrinsecos (condiciones

geograficas y climatologicas) (Gupta et al., 2004).

Resulta significativo destacar la importancia de continuar las
investigaciones sobre estas levaduras, en piel sana y enferma en otros grupos
etarios, razas y paises con condiciones geograficas y climatoldgicas diferentes,
gue permitan establecer de forma definitiva los factores que influyen en su

prevalencia, y evaluar su potencial patégeno.
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Conclusiones

De este trabajo sobre la colonizacion por especies del género Malassezia
de la piel sana de individuos con diferentes caracteristicas demograficas del

Estado Zulia de Venezuela y estados de salud, se concluye que:

1. Este hongo se aisla en la microbiota de individuos mestizos sanos
de todas las edades analizadas con predominio en los ancianos y adolescentes
y de forma minoritaria en recien nacidos y sin diferencias entre ambos géneros.
Esta levadura se aislo en las diferentes localizaciones anatémicas estudiadas

(cuero cabelludo, pabellén auricular, pecho y espalda)

2. Se aislaron las especies M. furfur, M. sympodialis, M. globosa y M.
Slooffiae siendo M. furfur la predominante y con mayor presencia en
adolescentes y ancianos y en la localizacibn anatomica del tronco. M
Sympodialis unicamente se aisl6 en adolescentes y ancianos, M Globosa en

estos grupos etarios y también en nifios y M sooffiae en nifios y ancianos

3. En los nifios sanos de la etnia Afiu la colonizacién por Malassezia
esta aumentada con respecto a los mestizos sanos de similar edad, siendo la
especie predominante M. furfur y tambien se observé la colonizacion por M.

sympodialis

4, En los nifios mestizos desnutridos la colonizacién por Malassezia
esta incrementada con respecto a los sanos de similar edad, con predominio en

el sexo masculino y de especie M. furfur

5. En los nifios mestizos con SIDA se observa un patron de
colonizacion similar a los sanos con la excepcion de ser la Unica especie aislada

M. sympodialis
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Anexos

VIII.1. INFORME DE CONSENTIMIENTO

INFORME DE CONSENTIMIENTO

Yo Cédula de Identidad N°

representante legal de entiendo y

acepto voluntariamente que se le realice una toma de piel sana, para el
diagnéstico de especies de Malassezia como flora normal de piel. Entiendo que
los datos aportados seran estrictamente confidenciales y beneficiosos para la

salud de mi representado y no interferiran con el tratamiento médico establecido.
Firma del Padre o tutor legal responsable

Fecha

Yo Cédula de Identidad N°
Certifico que explique claramente al padre o tutor los

procedimientos Micoldgicos a realizar, logrando su completa compresion antes de

solicitar su firma.

Firma del Licenciado en Bioanalisis

Fecha
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VIII.2. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

ANALISIS CUANTITATIVO DE LAS ESPECIES DEL GENERO MALASSEZIA
COMO MICROBIOTA CUTANEA DE PIEL SANA DE INDIVIDUOS CON
DIFERENTES CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y DE ESTADOS DE
SALUD

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

POBLACION:

FECHA: NUMERO DE MUESTRA:

NOMBRE Y APELLIDOS:

SEXO: EDAD:

EXAMEN DIRECTO

Localizacion Descripcidn de las estructuras
anatomica | Positiva | Negativa observadas al microscopio

Cuero
cabelludo

Pabellén
Auricular

Pecho

Espalda
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NUMERO DE MUESTRA: FECHA:

PRUEBAS DE IDENTIFICACION (CULTIVO)

Cuero

cabelludo

Pabelldon

Auricular

Pecho

Espalda

OBSERVACIONES:
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