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I. RESUMEN

Las levaduras del género Malassezia forman parte de la microbiota normal de la piel,
pero bajo ciertas condiciones volverse patégenas. Se caracterizan por ser lipofilicas y,
a excepcion de M. pachydermatis, lipodependientes debido a un requerimiento
absoluto de &cidos grasos exdgenos. Se ha demostrado que son agentes etiolégicos
de la pitiriasis versicolor (PV) y la foliculitis por Malassezia. Se las asocia a dermatitis
seborreica y como agente secundario exacerbador de las manifestaciones clinicas de
otras afecciones de piel como dermatitis atopica, psoriasis, acné vulgaris, blefaritis
seborreicas, dacriocistitis y pustulosis neonatal, entre otras. Ademas son causantes de
infecciones sistémicas, principalmente, fungemias relacionada al uso de catéter para
alimentacion parenteral lipidica.

La PV es de distribucion mundial y comun en regiones tropicales y templadas. Es una
enfermedad cutdnea crénica, benigna y generalmente asintomatica, que afecta
principalmente a los adultos jovenes de ambos sexos y se manifiesta por lesiones
clinicas caracteristicas, que son maculas ligeramente escamosas que varian de color
de hipopigmentadas (blanco) a hiperpigmentadas (color de rosa, bronce o marrén), de
ahi el término versicolor. Las zonas mas frecuentemente afectadas son el torax,
miembros superiores, espalda, abdomen y cara.

El estudio de estas levaduras ha sido postergado por mucho tiempo, debido a los
estrictos requerimientos nutricionales y gran variabilidad morfolégica. Hasta hoy dia la
metodologia laboratorial para el aislamiento, mantenimiento e identificacion de
especies de Malassezia presenta complicaciones. Actualmente numerosas técnicas
basadas en PCR (reaccidon de polimerasa en cadena) han sido propuestas para la
discriminaciéon de especies. Se conocen actualmente 14 especies M. pachydermatis,
M. furfur, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. caprae,
M. dermatis, M. japdnica, M. equina, M. nana, M.yamatoensis y M. cuniculi. En 2016

se ha postulado una nueva especie, M. arunalokei. De acuerdo a diversos estudios



realizados, la frecuencia de las especies aisladas en pacientes con PV varia segun las
diferentes regiones, M. globosa, M. sympodialis y M. furfur son las mas frecuentes. En
Paraguay la PV es una patologia frecuente, sin embargo, el diagnédstico se realiza
principalmente por las caracteristicas clinicas de la lesion, pocos laboratorios hacen
microscopia directa y no se realiza el cultivo del material clinico en los medios
adecuados. Por estas razones, no se hace un buen diagnéstico diferencial y tampoco
se conoce la prevalencia de especies de Malassezia causantes de PV. A través de
este estudio se pretende implementar la metodologia diagnéstica de la PV, y conocer

la frecuencia de las especies de Malassezia causantes de PV en Paraguay.

Objetivos: Los objetivos de este estudio fueron: identificar y determinar la frecuencia
de especies de Malassezia causantes de PV en pacientes de la region oriental del
Paraguay y las caracteristicas epidemiologicas de esa poblacion.

Metodologia: Se realizé un estudio observacional, descriptivo, de corte transverso de
12 meses (febrero del 2014 a enero de 2015) en pacientes con diagnéstico clinico
presuntivo de PV, que consultaron en el Hospital de Clinicas, Hospital de Itaugua,
Hospital de Capiata y en Consultorios Dermatolégicos privados. La recoleccion de
muestra se realizé mediante raspado de la lesion con bisturi, y las escamas fueron
colectadas en placa de Petri estéril y luego selladas para ser transportadas hasta el
Laboratorio San Roque, en donde fueron procesadas dentro de las 48 horas. Se
confeccioné una ficha epidemiol6gica de cada paciente, en donde se registraron:
edad, sexo, procedencia, localizacién de la lesién, tiempo de evolucion, numero de
episodio, forma clinica de la lesion (hipocrémica, hipercrémica), presencia o ausencia
de prurito, enfermedad de base y medicacion previa. El examen directo de las
escamas fue realizado entre porta y cubre objetos con una gota de KOH con el
agregado de tinta Parker Quink® azul-negro permanente (1:1) y observadas al
microscopio con el objetivo de 40X, o bien, fijando las escamas a un portaobjeto con

una gota de suero, coloreando con azul de metileno 1% y observado con objetivo de



inmersion. Se excluyeron del estudio los pacientes en cuyas muestras no fueron
observadas levaduras compatibles con Malassezia en la microscopia directa. Las
muestras se cultivaron en agar Dixon modificado y en agar cromogénico,
CHROMagar Malassezia®, incubadas a 32°C, hasta 15 dias y observadas cada 48
horas. La identificacion se realizd segun el esquema propuesto por Guillot, Gueho y
col., basado en las caracteristicas macro y micromorfolégicas y en las propiedades
bioquimicas y fisiol6gicas. Para el estudio macromorfologico se utilizoé el agar Dixon
modificado y el agar cromogénico donde se evalud aspecto, tamafio, consistencia,
color de las colonias y presencia 0 no de precipitado. El estudio micro-morfol6gico se
realiz6 mediante el examen en fresco de las colonias, valorando tamafio, forma y
patrén de brotacién de la levadura. Las caracteristicas bioquimicas vy fisioldégicas se
determinaron mediante las pruebas de catalasa, capacidad de asimilacion de Tween
20, 40, 60 y 80, actividad B-glucosidasa (hidrélisis de la esculina), crecimiento a
diferentes temperaturas y capacidad de asimilacién del Cremophor EL. Como
controles de calidad se utilizaron cepas de referencia: Malassezia sympodialis CBS
7222 y Malassezia obtusa CBS 7876.

Resultados:  Se incluyeron 102 pacientes con diagnostico presuntivo de PV y
microscopia directa positiva. El 61,8% provenientes del Departamento Central, el
26,5% de la capital (Asuncién). El rango de edades fue de 1 mes a 63 afios, con una
mediana de 23 afios, siendo el grupo etario predominante el de 11 a 20 afios
(35,3%), seguido del grupo de 21 a 30 afios. La mayoria de los pacientes (71,6%)
presentaron lesiones en mas de una localizacion. La localizacién mas frecuente fue
la espalda (60,8%), seguida por pecho (42,2%) y luego brazos (31,4%).

El 61,8 % de los pacientes fue asintomatico y el restante 30,2% refirié prurito como
anico sintoma; el 66,7% manifesté un tiempo de evolucion menor a un afio, el 69,6
% cursaba con su primer episodio, 76,5% no habia utilizado antifingico y el 82,4%

sin patologia de base.



La localizacién en la cara se asoci6 significativamente con grupo etario (€10 afos). La
forma clinica hipocromica se presentd en el 48% de los pacientes, la hipercrémica
30,4% y formas mixtas en 21,6%. La forma hipercrémica predominé en las zonas
cubiertas, en cambio en las zonas francamente expuestas se observo un predominio
de la forma hipocrémica, ambas con asociacion estadisticamente significativas.

De los 102 pacientes con PV, se obtuvieron cultivos positivos en las muestras de 87
pacientes (85,3%), con un total de 105 aislados de Malassezia y en los restantes 15
pacientes (14,7%), los cultivos resultaron negativos.

M. globosa se aislo en 54 de los pacientes (52,9%) siendo la especie méas frecuente,
seguida por M. furfur 25 (24,5%), M. sympodialis 19 (18,6%), M. slooffiae 7 (6,9%).
Asociaciones de especies se aislaron en el 16,7% de los pacientes. La asociacion mas
frecuente fue M. globosa con M. furfur, en el 9,8% de los pacientes.

Al considerar las diferentes especies de Malassezia aisladas en relacion al sexo se
observé una mayor frecuencia de aislados de M. sympodialis en el sexo femenino,
en cambio M. globosa y M. furfur fueron méas frecuentes en el sexo masculino,
diferencias estadisticamente significativas. Con respecto al grupo etario, se observo
una asociacion estadisticamente significativa entre M. sympodialis con el grupo etario
de 21 a 40 afios. Igualmente se observd una asociacién significativa entre aislamiento
de M. sympodialis y forma clinica de tipo hipercromica.

Discusion: En el presente trabajo se ha logrado un buen rendimiento en la
recuperacion de Malassezia a partir del cultivo utilizando el medio de agar Dixon
modificado y un medio cromogénico. Segun diversos reportes, los cultivos para

Malassezia han tenido rendimientos muy variables que van de un 45% a 100%.

En cuanto a las caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada, el porcentaje
de PV en ambos sexos fue muy similar, en coincidencia con la mayoria de los
estudios. El grupo etario predominante fue el de 11 a 20 afios, si bien el grupo mas

afectado en la mayoria de las publicaciones es el de entre 21 a 30 afos, esto guarda



similitud con algunos trabajos realizados en regiones tropicales. Se ha sugerido como
posible explicacion, que los niveles crecientes de las hormonas sexuales durante la
pubertad modulan cambios que incluyen la distribucién de grasas y la secrecion
espesa de las glandulas sebaceas de la piel, elementos nutricionales claves para el
metabolismo de las levaduras lipéfilas de Malassezia, favoreciendo su desarrollo.
Otros autores sugieren considerar, ademas, los factores climaticos o ambientales,
raciales y/o genéticos, que influyen igualmente sobre la secrecién de las glandulas
sebaceas.

En el presente trabajo predominé la forma hipocromica. Coincidente con otros autores
quienes reportan que las lesiones de color rosa o marrén se localizan preferentemente
en zonas cubiertas y que las blancas en superficies foto-expuestas. Las lesiones de
PV localizadas en abdomen, ingle, gliteo y muslo se asociaron significativamente con
lesiones de tipo hipercromicas.

La localizaciéon mas frecuente de las lesiones de PV fue la espalda, seguida de pecho.
Sin embargo algunos autores reportan como sitio mas frecuente el cuello y otros los
brazos. La distribucion de las lesiones de PV en las distintas partes del cuerpo
generalmente esta relacionada con la densidad de la secrecion sebacea y, por lo
tanto, con la edad. Se encontr6 asociacién significativa entre la localizacion en cara y
el grupo etario de menores de 10 afios, igualmente otros autores encuentran un franco
predominio de lesiones en la cara en lactantes. Se ha especulado, que la predileccion
por esta zona podria deberse a la composicion diferente del sebo en el nifio y en el
adulto; por otro lado, a la costumbre en zonas tropicales de aplicarse aceites vegetales
que favorecen el crecimiento de Malassezia spp., dada su composicion de lipidos, la
oclusion que ocasionan y las alteraciones en el pH cutaneo.

La PV es una dermatosis recurrente. Similar a lo observado en otros estudios, en la
poblacién analizada un porcentaje considerable eran pacientes con lesiones

recurrentes que tenian entre 1 y 5 afios de evolucién o mas. Se ha relacionado a la



recurrencia con factores climéticos, temperatura y humedad ambiente, ademas de
ciertos factores predisponentes.

Se ha enfatizado en los ultimos tiempos sobre la importancia de la identificacion del
agente causal de la PV para la seleccion de la terapia apropiada, considerando
publicaciones recientes que han demostrado variaciones en la sensibilidad in vitro de
las diferentes especies de Malassezia a los escasos agentes antifungicos de uso
clinico disponibles. En este trabajo, M. globosa fue la especie mas frecuentemente
aislada de PV, seguido de M. furfur y en tercer lugar M. sympodialis. Son numerosos
los trabajos realizados para establecer las especies de Malassezia causantes de PV
los cuales han arrojado resultados muy variables en las diferentes regiones
geograéficas e incluso dentro de regiones préximas. En la mayoria se ha reportado a M.
globosa como la mas frecuente y a M. furfur en tercer lugar. La frecuencia obtenida en
este analisis guarda bastante similitud a lo informado en Resistencia, Argentina,
cercana a la zona que abarca este estudio. Sin embargo, otros trabajos han reportado
a M. sympodialis como la mas frecuente. Llamativamente, algunos pocos trabajos
realizados en regiones tropicales o sub-tropicales han mostrado una predominancia de
M. furfur como agente etiolégico de la PV.

Se encontré una asociacién estadisticamente significativa en relacion al desarrollo de
M. sympodialis en lesiones de PV de tipo hipercromica. Si bien, existen en la
bibliografia escasos trabajos en los que fueron analizados dichas asociaciones, en la

mayoria no se encontraron diferencias significativas.

En el 16,7% de los pacientes se aisl6 mas de una especie de Malassezia, siendo la
asociacion mas frecuente la de M. globosa y M. furfur, similar a lo obtenido por otros
autores. Aunque algunos estudios epidemiolégicos informan frecuencias menores y
otros mayores de co-aislamiento.

Se debe considerar que en el presente trabajo, utilizando el método convencional, se

ha logrado aislar solamente 4 especies de Malassezia. No se descarta que alguna



especie pudiera no haber desarrollado y, por lo tanto, haya sido subdiagnosticada. Se
ha demostrado que la distribucién de especies estudiada mediante el método
convencional, puede variar respecto de la obtenida a través de métodos moleculares

no basados en cultivo, que suponen una mejor deteccién e identificacién de especies

Este estudio es el primer aporte al conocimiento de la epidemiologia de la PV en
Paraguay, logrando tomar conocimiento sobre las especies responsables de la PV,
como también sobre las caracteristicas de la poblacién paraguaya con esta patologia.
Por otro lado, seria la primera implementaciéon de la metodologia para la identificacién
de Malassezia spp., o que podra servir de referencia para la extension de este estudio
a otras dermatosis asociadas a este género, como también, para la deteccion e
identificacién en casos de malasseziosis sistémicas donde su deteccién resulta vital

por su peor prondstico.



I1. INTRODUCCION

La pitiriasis versicolor (PV) es una patologia dérmica cuya etiologia est4 asociada a
especies del género Malassezia. El nombre de pitiriasis viene del griego pytiron, que
significa escamas y el término “versicolor” por la diversa tonalidad que pueden

presentar las lesiones en esta micosis (1).

Cronograma de la historia taxondmica del género Malassezia

1846 - Eichstedt, describié por primera vez la presencia de levaduras y micelio en
material obtenido de pacientes con PV, reconociendo la naturaleza fangica de esta
afeccion.

1847 - Sluyter, confirma este hallazgo

1853 - Robin, lo denominé Microsporon furfur, al observar células redondas en la piel
de pacientes con caspa, pensando que se trataba de un dermatofito por su similitud
con Microsporum audouinii.

1871 - la forma micelial fue asociada a la PV cuando Neumann describi6 hifas en las
lesiones.

1874 - Malassez, observé células brotantes de forma redondas y ovaladas en el
estrato corneo de pacientes con diversas enfermedades de la piel.

1889 - Baillon, utiliz6 el término genérico Malassezia en honor a Malassez para
nombrar los “hongos dimorficos” que observaba en lesiones de PV denominandolo
Malassezia furfur (M. furfur) (2,3,4).

- 1904 - Sabouraud, propuso el género Pityrosporum para la fase levaduriforme y

mantuvo el nombre de M. furfur para la fase micelial.

Asi comenz6 la coexistencia de dos sistemas taxondmicos, Malassezia y
Pityrosporum, lo que aumentd la confusion y la controversia favorecido por la

variabilidad morfolégica y la dificultad del cultivo de estas levaduras.



1913 - Castellani y Chalmers, fueron los primeros en lograr cultivar el agente etiol6gico
de la PV. Llamaron a la forma oval como Pityrosporum ovale (P. ovale).

1925 - Weidman, aisld estas levaduras de la piel de rinocerontes razon por la cual la
llamo6 M. pachydermatis (2,3,4).

1927 - Acton y Panja, sugirieron que Pityrosporum era sinbnimo de Malassezia, pero
ésta consideracion no recibi6 atencion sino hasta 30 afios después (5).

1939 - Benham, por primera vez not0 la necesidad de sustancias grasas exdgenas en
el medio de cultivo (6).

1951 — Gordon, designod P. orbiculare a las levaduras esféricas presentes en la piel
con y sin lesiones.

Este fue el primer indicio de que el agente etiol6gico de la PV formaba parte de la biota
normal de la piel. P. orbiculare fue asociado a PV y P. ovale a pitiriasis capitis (caspa)
y a 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 (7,8,9).

En la década de los 60, Sternberg y col., utilizando la técnica de inmunofluorescencia,
detectaron que Pityrosporum y Malassezia presentaban el mismo componente
antigénico (10).

1963 - Shifrine y Marr, demostraron la incapacidad de estos microorganismos para
producir &cidos grasos de cadena corta siendo esta una condicion importante para su
desarrollo (11).

1977 - Dorn y Roehnert, utilizando 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 esféricas y estudiaron las caracteristicas morfolégicas
por scaning de microscopia electrénica y la relacion entre fase levaduriforme y la
micelial. La posibilidad de conversion entre ellas fue aceptada (12).

1986 - fue confirmada la inestabilidad morfolégica del hongo mediante estudios
micologicos, inmunoldgicos y genéticos. La levadura y el micelio eran simples estados

10



del complejo ciclo de vida del mismo hongo. M. furfur representaba la fase micelial del
hongo cuya fase levaduriforme recibia los nombres de P. ovale o P. orbiculare, segun
su morfologia. A partir de ese momento, fue adoptada la denominacién de Malassezia
para cualquiera de las formas de este hongo (4).

1989 - Guého y Meyer, confirmaron la sinonimia de las especies P. ovale y P.
orbiculare al demostrar una complementariedad ADN/ADN superior a 85% (13).

1990 - Simmons y Guého, describieron una nueva especie lipofilica, M. sympodialis,
basados en el bajo contenido G+C (54%) en relacién a M. furfur (66%) y la gemacion
simpodial (14).

1996 - Guillot y col., a través de técnicas de biologia molecular, secuenciando el rARN
y por comparacién del ADN nuclear introdujeron 4 especies mas, M. restricta, M.
slooffiae, M. globosa y M. obtusa (15,16).

2002 - Sugita y col. (17), describieron a M. dermatis. EI mismo afio Nell y cols.
postularon a M. equina pero no fue formalmente descrita (18).

Posteriormente se sucedieron las descripciones de mas especies (19,20,21,22,23,24).

Actualmente el género Malassezia esta integrado por 14 especies. Nueve de ellas, M.
furfur, M. sympodialis, M. restricta, M. slooffiae, M. globosa, M. obtusa, M. jap6nica, M.
yamatoensis y M. dermatis asociadas con la biota normal y a patologias en humanos.
Las restantes cinco especies, M. pachydermatis, M nana, M. equina, M. caprae y M.
ciniculi se consideran primariamente zoofilicas (24). En 2016 se ha postulado una
nueva especie, M. arunalokei (25).

La aplicacion de técnicas moleculares, especialmente secuenciacion de ADN
ribosomal, ha permitido encontrar la posicion taxonémica del género Malassezia quien
se encuentra incluido dentro del orden Malasseziales, clase Ustilagomycetes, phylum

Basidiomycota. Hasta la actualidad no se han descrito teleomorfos ( 9, 26).
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II. 1 Agente etioldgico

Morfologia, caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas

La morfologia de las células levaduriformes puede ser globosa a subglobosa, oval o
cilindrica (15,16, 27). Se reproducen por brotacion unipolar de base ancha dejando
una prominente y caracteristica cicatriz en la célula madre (9). Estas caracteristicas
diferencian a Malassezia de otros géneros levaduriformes.

Malassezia puede presentarse tanto en forma levaduriforme como micelial, siendo la
forma levaduriforme la mas frecuente, tanto en la piel normal, en la piel enferma como
en los cultivos. Si bien, la forma micelial ha sido asociada a procesos patoldgicos,
principalmente en PV, se ha informado que no todos los aislamientos de Malassezia
son capaces de producir esta transformacion y que la forma de levadura tiene la
misma capacidad patogénica (3,4,7,28).

El género Malassezia utiliza lipidos como Unica fuente de carbono, metionina como
Unica fuente de sulfuro, aminoacidos y sales de amonio como fuente de nitrégeno, no
fermenta azucares, no requiere vitaminas, oligoelementos ni electrolitos. Aunque el
organismo desarrolla in vitro en condiciones aerobias, es también capaz de crecer en
microaerofilia y en anaerobiosis (3).

La principal caracteristica de estas levaduras es que la mayoria de ellas son
obligatoriamente lipofilicas, debido a que tienen un defecto en la capacidad de
sintetizar acidos grasos saturados de C12-C16, lo que se manifiesta en el
requerimiento de una fuente exdgena de esos acidos grasos para su desarrollo
(4,8,9,28,29,30). M. pachydermatis es la Unica especie del género que no requiere de

sustancias lipidicas para su desarrollo (31,32).
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Factores patogénicos

La pared de Malassezia contiene significativamente mayor cantidad de lipidos en
comparacion con otros hongos no patégenos y ha sido demostrado que la capa
lipidica microfibrilar de Malassezia desregula la respuesta inflamatoria inmune, por lo
que la lipido-dependencia podria jugar un rol en la virulencia (33,34).

Malassezia posee una gran capacidad queratolitica que produce la ruptura mecanica
0 quimica de la queratina de las células invadidas y pueden dafar las membranas
celulares e interferir con la actividad celular (4).

Se ha demostrado que las especies de Malassezia producen una variedad de enzimas
como lipasas, fosfolipasas, lipoxigenasas, proteasas, tanto in vivo como in vitro,
ademas varios metabolitos (35,36,37,38,39,40,41). Por otro lado, se ha observado una
correlacion positiva entre crecimiento celular y la actividad lipasica (42). Se ha clonado
y caracterizado el gen que codifica la lipasa extracelular en M. furfur y en M.
pachydermatis (43,44). M. globosa, una de las especies mas frecuentemente aisladas
de pacientes con dermatitis seborreica y PV, también posee actividad extracelular de
lipasa y mayor que otras especies del género (4,45,46).

La actividad lipoxigenasa ha sido demostrada por la capacidad para oxidar acidos
grasos libres y esterificados insaturados, escualeno y colesterol. La produccién
resultante de lipoperoxidos puede dafiar las membranas celulares y, por lo tanto,
interferir con la actividad celular. Este es uno de los mecanismos propuestos como
causante de las alteraciones en la pigmentacién de la piel asociado con PV (3).

La actividad fosfolipasa y proteasa de Malassezia puede ser considerada un potencial
determinante de virulencia, ya que la exposicion a estas enzimas 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 (31,35,37). Asi también, la
actividad fosfolipasa es capaz de provocar la liberacion de acido araquidénico en
lineas de células HEp-2 y, debido a que los metabolitos del acido araquidénico estan
involucrados en la inflamacion en la piel, ha sido sugerido esto como un mecanismo
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por el cual especies de Malassezia pueden desencadenar un proceso inflamatorio
(3,31). Juntachai y cols. han detectado fosfolipasa extracellular en M. furfur, M.
pachydermatis, M. slooffiae, M. sympodialis, M. globosa, M. restricta y M. obtusa. Sin
embargo, la actividad fosfolipdsica fue mayor en M. pachydermatis, la cual es
primariamente zoofilica y no lipido dependiente (46).

Otro metabolito producido por las especies de Malassezia es un acido dicarboxilico
C9, el acido azelaico, que puede inhibir la produccion de melanina, es un inhibidor
competitivo de la tirosinasa intoxicando los melanocitos. El a4cido azelaico, ademas de
tener actividad antifingica y antibacteriana, inhibe la proliferacion de varias lineas
celulares tumorales, disminuye la produccion de especies reactivas de oxigeno en los
neutrdfilos inhibiendo el metabolismo celular (47).

A la produccion de enzimas y metabolitos se suma una gran variedad de compuestos
inddlicos que sintetiza Malassezia. Mayser y cols. describieron la produccion de
fluorocromos y pigmentos por M. furfur en los cultivos cuando el triptéfano es utilizado
como principal fuente de nitrégeno, los cuales fueron caracterizados como alcaloides
inddlicos y han demostrado que proporcionan una potente proteccion de los rayos
UVA y UVB (48,49,50,51). Estos alcaloides inddlicos actian a través del receptor
arylhidro-carbonado, el cual es expresado en casi todos los tipos de células
encontradas en la epidermis (52). Entre ellos se encuentra la pityriacitrina, que mostré
tener propiedades de absorcion de la radiacion UV, actuando como filtro UV,
ayudando a que el hongo sobreviva en la dermis superior humana cuando es expuesto
a la luz, ya que la luz UV inhibe el crecimiento de las levaduras de Malassezia. Es
posible que la pityriacitrina contribuya a la disminucién de la sensibilidad a la radiacion
UV de areas despigmentadas en PV (50). La pityrialactona, es otro alcaloide
probablemente responsable de la fluorescencia de las lesiones bajo la luz de Wood, ya
que muestra similar fluorescencia in vitro (53). Propiedades adicionales de estos
alcaloides parecen estar correlacionados con otros signos de la PV. La malassezina
induce la apoptosis de los melanocitos, por lo tanto, produce una disminucién de la
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sintesis de la melanina y podria contribuir a la despigmentacién de las lesiones en la
PV (54). Las pityriarrubinas son inhibidores del estallido respiratorio y se ha sugerido
gue son potencialmente responsables de la respuesta inflamatoria limitada observada
en lesiones de PV (55). La indirubina y el indolo carbazol, inhiben la maduracién
fenotipica de células dendriticas humanas (38,39).

Se ha reportado la presencia, in vitro, de pigmentos similares a melanina en levaduras
de Malassezia, como asi también, en lesiones de PV y en dermatitis seborreica (56).
Posteriormente, por espectroscopia, se obtuvo evidencia biofisica de la produccién de
melanina por parte de M. furfur en lesiones hipo e hiperpigmentadas de PV, tanto in
vivo como in vitro. En el mismo estudio se detectd fenoloxidasa en Malassezia
mediante ensayo enzimatico en placa, lo que implica que este organismo forma DOPA
melanina (57).

L- DOPA es un substrato esencial para la produccion de melanina. Se han publicado
estudios que sustentan la presencia de L-DOPA en la epidermis (58,59). El inhibidor
de tirosinasa secretado por Malassezia probablemente suprime la formacién de
melanina resultando en la depigmentacién de la piel humana, sin efecto en la
melanizacion de Malassezia (57). Por otra parte, Younchin y cols., encontraron que L-
DOPA puede impactar en la sintesis de la fase micelial, ya que demostraron que L-
DOPA con acido kojico juegan un rol en desencadenar la sintesis de hifas en M. furfur
cuando son incubados en ambiente microaerofilicos. Por lo tanto, la conversion de
Malassezia in vivo podria depender de la presencia de L-DOPA en la epidermis (57).
En varios hongos patdgenos la produccion de melanina es considerada un importante
factor de virulencia y existe evidencia de que tanto DOPA melanina como DHN
melanina tienen la capacidad de inactivar los radicales libres generados durante la
respuesta inmune y por lo tanto contribuyen a la supervivencia del hongo en el
huésped, como asi también promueve la capacidad del microorganismo para provocar

enfermedad (60). Por lo tanto, Malassezia podria emplear un mecanismo de
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proteccion contra las defensas del huésped similar al utilizado por otro basidiomiceto

patdgeno, el Cryptococcus (57).

Patologias asociadas a especies de Malassezia

Debido a su caracter lipofilico, diversas especies de este género pueden encontrarse
como comensales en areas del cuerpo con glandulas sebaceas pero, bajo la influencia
de ciertos factores, enddégenos o exdgenos, pueden transformarse en patdgenas.
Malassezia puede causar 0 estar asociado a determinados desordenes
dermatoldgicos, tanto en humanos como en animales. Se ha demostrado que son
agentes etiol6gicos de la PV y la foliculitis por Malassezia. Se las asocia a dermatitis
seborreica y actia como agente secundario exacerbador de otras afecciones de piel
como dermatitis atOpica, psoriasis, acné vulgaris, blefaritis seborreicas, dacriocistitis y
pustulosis neonatal, entre otras (3,4,8,28,61).

Malassezia es, ademas, causante de infecciones sistémicas en sujetos con
condiciones predisponentes, entre ellas, las mas frecuentes son las fungemias
relacionada al uso de catéter por el empleo de alimentacion parenteral lipidica (4, 8, 9,
28, 61). En el afio 1981, se publico el primer caso de fungemia en un recién nacido
pre-término sometido a nutricién lipidica parenteral, hoy hay mas de 150 casos
informados (4).

La asociacion de las especies de Malassezia a diversas patologias ha impulsado el
estudio de su ecologia y capacidad patogénica. La cuestion clinica que se plantea en
la actualidad es conocer la relacién particular entre las especies y determinados
desérdenes dermatoldgicos, debatiéndose si las levaduras de Malassezia son un

fendbmeno secundario o tienen significado como patdégeno primario (4).
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Il. 2 Pitiriasis versicolor. La enfermedad.

Caracteristicas clinicas y epidemiologicas

La PV se define como una enfermedad cutanea cronica, benigna, superficial y
recidivante, que se caracteriza por lesiones maculares, discromicas y finamente
descamativas producida por levaduras del género Malassezia (62). Las lesiones
pueden ser hipopigmentadas (blancas) o hiperpigmentadas (color de rosa, bronce o
marron) y predominan en el tronco, especialmente en los hombros y el térax, seguido
por los segmentos proximales de los antebrazos, abdomen, gliteos y, ocasionalmente,
los pliegues inguinales (3,9, 28,63). La mayoria de los pacientes desarrolla maculas de
un mismo color, pero pueden presentarse distintas tonalidades a la vez. Las de
coloracién rosada o marrén, suelen estar localizadas en zonas cubiertas y las blancas
en las superficies foto expuestas (64).

Si bien cursa practicamente sin sintomas, un pequefio porcentaje de pacientes ha
referido prurito moderado a severo (64).

La topografia mas frecuente en la infancia es la cara en su variedad hipocrémica, en la
frente, las mejillas, la regién interciliar y los surcos nasogenianos. La afectacién de la
cara no es exclusiva de los nifios ya que puede ocurrir en adultos (65).

La PV presenta una amplia distribucion mundial, siendo significativamente mas
frecuente en los climas tropicales y subtropicales (39), se han reportado incidencias
tan altas como 40 al 60% en climas tropicales (66). La prevalencia de la enfermedad
cae drasticamente en climas mas templados, en Italia fue encontrado en sélo el 2,1%
de jévenes varones sanos (67) y tasas incluso mas bajas se han informado en Suecia
(68). El clima humedo y calido favorece la colonizacién del hongo en la piel, la
hiperhidratacion de la capa cornea por sudoracion y el menor recambio celular como
consecuencia del calor, podria explicar su mayor incidencia en los climas célidos y en
los meses de verano (38,62,69).

La PV ha sido reportada en todos los grupos etarios, desde bebés hasta ancianos. Sin
embargo, es mas frecuente entre la adolescencia y la edad media, cuando las
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glandulas sebaceas son méas activas. En adultos jovenes de entre 20 a 40 afios se ha
registrado la mayor prevalencia (3,40,70).

Las diferencias en la proporcion mujer-varén informadas son sugestivas de un
muestreo sesgado, como es de esperarse para una enfermedad fluctuante sin
sintomas de alerta. La carga de la PV puede no ser tan evidente en personas de raza
blanca y de color claro pero puede representar la estigmatizacion social cuando
extensa despigmentacion ocurre en la piel de color (39).

En general, en todos los estudios epidemiol6gicos sobre PV, M. globosa, M.
sympodialis y M. furfur aparecen como las especies mas frecuentes, siendo M.
globosa y M. sympodialis las informadas con mayor prevalencia. Las frecuencias
varian segun las diferentes regiones geograficas (61,63,71,72,73,74,75,76,77,78,79,80
81). En el Anexo | se presenta las frecuencias de las especies encontradas en
estudios realizados en diversas regiones geograficas.

En la aparicion de la PV han sido descrito factores predisponentes que incluyen
aspectos intrinsecos, como la predisposicion genética, infecciones croénicas,
embarazo, diabetes mellitus, inmunosupresién, entre otros y, también, factores
extrinsecos como humedad y temperatura ambiente relativas elevadas, oclusién
(segun el tipo de ropa), hiperhidrosis, uso de aceites, iatrogénicos (corticoterapia
sistémica o inmunosupresores) (3,38,39,64).

La naturaleza cronica y recurrente de la PV, hace necesario el retratamiento frecuente

o profilactico (82).

Mecanismos de alteracién de la pigmentacién de la piel

Varias teorias intentan explicar el mecanismo por el cual la pigmentacién de la piel
resulta alterada en la PV. Actualmente todas estan en revision y, si bien algunas tienen
mayor 0 menor aceptacion, se postula que el proceso puede ser la sumatoria de
algunas de ellas (3,38,39).

Para explicar la hipopigmentacién se cuenta con las siguientes teorias:
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b)

c)
d)

f)

La inhibicion de la produccién de melanina por el &cido azelaico o por accion de la
lipoxigenasa.

El efecto citotdxico directo del &cido azelaico sobre los melanocitos hiperactivos.

El bloqueo en la transferencia de melanosomas a los queratinocitos

La disminuciéon de la sintesis de la melanina por la apoptosis de los melanocitos
inducida por la malassezina.

La accion de filtro de la luz UV de los productos inddlicos del hongo.

La accion de filtro de la luz UV por el crecimiento del organismo en la piel

Para explicar la hiperpigmentacion de las lesiones se ha sugerido a la alteracion en el
grosor de la piel con mayor espesor de la capa de queratina y un mayor infiltrado de

células inflamatorias que actuarian como un estimulo para los melanaocitos.

Mecanismos de alteracion de la estructura de la piel en PV que genera
descamacion

Las alteraciones estructurales que conducen a la creciente fragilidad del estrato
cérneo en las lesiones de PV aln se desconocen, es posible que las mismas se
puedan explicar por la interrupcion parcial de la funciéon de barrera epidérmica y el
aumento de pérdida de agua transepidermal observado en esta enfermedad. La PV no
afecta permanentemente la estructura de la piel lesionada, sin embargo, se han

reportado algunos casos en que se ha inducido atrofia no reversible de la piel (39).

Histopatologia

El examen histopatolégico de biopsias de lesiones de piel revela una leve a moderada
hiperqueratosis y, en menor grado, acantosis. La dermis contiene un suave o casi
ausente infiltrado inflamatorio perivascular superficial formada principalmente por
linfocitos, histiocitos y, ocasionalmente, células plasmaticas. A veces, se observa una

incontinencia leve de melanina. Se ha observado la presencia de melanosomas mas
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pequefios que los encontrados en la piel normal. En el estrato cérneo, hay numerosas

levaduras en gemacion e hifas cortas (38).

Inmunologia

Diversos estudios realizados en pacientes con PV y controles sanos han arrojado
resultados muy variados, tanto con respecto a la respuesta humoral como celular.
Algunos autores encontraron alteraciones en la respuesta humoral, con aumento en la
produccion de IgG e Ig M, en cambio otros no han encontrado diferencias. En cuanto a
la respuesta celular, algunos estudios refieren un defecto en la produccion de
linfocinas, asi como desaparicion de células T reactivas en sangre periférica y
disminucion de la produccién de IL-2 e IFN-a, en cambio, otros grupos no coinciden
con estos resultados (2,3, 65). No estan claros los mecanismos mediante los cuales
Malassezia evade la respuesta inmunitaria, aunque probablemente se deba a los

mananos Y lipidos de su pared (2,3).

Diagnéstico diferencial

El diagnéstico diferencial de la PV debe realizarse con el vitiligo, la pitiriasis alba,
dermatitis solar hipocromiante, pitiriasis rosada, roseola sifilitica, tifia del cuerpo, mal
del pinto, manchas hipocrémicas residuales, eritrasma y con la lepra, de acuerdo a sus
correspondientes areas de endemicidad (65,83). EI examen micol6gico es necesario

para establecer un diagnéstico diferencial.

II. 3 Diagndstico

Se han postulado métodos orientativos rapidos para el diagndstico clinico de la PV,
entre ellos son de mucha utilidad el signo de la ufia de Zileri, que consiste en poner de
manifiesto el aumento de fragilidad del estrato cérneo en el &rea lesionada, mediante

el raspado con la ufia provocando el desprendimiento de finas escamas (84).
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También es utilizada la lampara de Wood, la luz UV se emite en una longitud de onda
de aproximadamente 365 nm y las lesiones de la PV presentan una fluorescencia
rojiza o amarillo verdosa. Sin embargo, es importante considerar que este examen es
positivo en 1/3 de los casos, limitando el uso de esta técnica como Unico medio
diagnostico. Por otro lado, estudios recientes in vitro sugieren que sélo M. furfur
genera los compuestos indélicos que fluorescen bajo la luz de Wood (4,28).

El correcto diagnéstico de la PV debe hacerse con el estudio micolégico de las

escamas obtenidas de las lesiones.

Diagndstico de laboratorio

Examen micoldgico directo

Para el examen directo la muestra puede ser obtenida mediante:

1) la técnica de la cinta adhesiva transparente (para el caso de lesiones pequefias o
poco extensas), que consiste en presionar la cinta adhesiva transparente sobre la
lesién para que las escamas de piel se adhieran a la misma, luego se retira la cinta y
se coloca sobre un portaobjetos.

2) por raspado con bisturi estéril, recogiendo las escamas de piel en placa de Petri o
entre dos portaobjetos estériles.

El material adherido a la cinta adhesiva o el obtenido por raspado se observa al
microscopio 6ptico (400 X) realizando preparaciones con hidroxido de potasio al 20%
diluido al medio con tinta Parker® (Quink) azul negro permanente, con solucion de
Albert (azul de toluidina, verde de malaquita, acido acético glacial, etanol y agua
destilada) o con azul de metileno (1%), o bien, se pueden realizar coloraciones

histolégicas con acido peryédico de Schiff.

El uso de blanco de Calcofluor se recomienda como método mas selectivo, ya que se

obtiene mejor visualizacion (4).
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En el examen microscépico de lesiones de PV se observan elementos levaduriformes
e hifas hialinas tabicadas cortas de bordes romos. Las levaduras son esféricas, ovales
o cilindricas, de pared gruesa, de brotacion de base ancha y de tamafio variado,

generalmente en acumulos.

Aislamiento

Excepto M. pachydermatis, las especies de Malassezia requieren de medios de cultivo
especiales para su aislamiento debido a su dependencia de lipidos. Los medios de
Dixon y Leeming - Notman ofrecen el mejor rendimiento. Para asegurar el desarrollo
de todas las especies, la temperatura de incubacién ideal es 32°C, con un rango de
31-35°C, durante un tiempo promedio de 7 dias (2,27,85).

Medios suplementados, como el agar Sabouraud con aceite de oliva, han sido
utilizados en el pasado pero tienen la limitacién de que algunos miembros del género
no desarrollan o tienen una sobrevivencia corta en este sustrato. M globosa, M. obtusa

y M. restricta necesitan medios mas complejo, principalmente las dos Ultimas (4).

Identificacion bioquimica, fisiolégica y molecular

Los métodos convencionales empleados para la identificacion de las especies del
género Malassezia se basan en el estudio macro y micro-morfol6gico, en la habilidad
de utilizar diferentes Tweens (20, 40, 60 y 80) como fuente de lipidos en un medio
simple y en sus propiedades fisioldgicas, tales como: produccion de catalasa,
tolerancia de crecimiento a 37°C, desarrollo en presencia de cremophor EL y la
actividad de B glucosidasa, entre otros (15, 16).

Debido a que las distintas especies comparten muchas caracteristicas bioquimicas y
fisioldgicas, no existe un método rapido y simple para la tipificacion a nivel de especie.
La diferenciacion de especies basada en caracteristicas bioquimicas vy fisioldgicas se

presenta en las Tabla 1y 2 del Anexo Il (15,86).

22



El método desarrollado por Kaneko y cols., utiliza el medio cromogénico CHROMagar-
Malassezia®, agar glucosado de Sabouraud, medio de Esculina-Tween 60, desarrollo
en Cremophor y catalasa (87). Las caracteristicas de diferentes especies de
Malassezia en CHROMagar se presentan en Tabla 3 del Anexo Il .

Bajo la misma justificacion de que muchas especies poseen caracteristicas similares o
comparten las mismas caracteristicas, los sistemas de identificacion basados en las
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas no permiten la diferenciacion
de todas las especies. Asi por ejemplo, M. sympodalis y M. dermatis se diferencian en
el porcentaje molar guanina-citosina (4,63,88,89).

Por estas razones, los métodos moleculares surgieron como Unica alternativa para una
correcta identificaciéon y mejor conocimiento de la epidemiologia. Entre los métodos
desarrollados para discriminar las especies de Malassezia se han propuesto: PCR con
restriccion enzimatica (PCR-REA), amplificacién aleatoria de ADN polimérfico (RADP),
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), PCR fingerprinting, cariotipificacion,
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE), amplificacion
aleatoria de ADN polimorfico (RAPD-PCR), polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP) y analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
amplificados por PCR (PCR-RFLP) (63, 88, 89,90,91,92).

El AFLP es una técnica util para la identificacién rapida y fidedigna de especies de
Malassezia. Esta técnica tiene la capacidad de ensayar un mayor nimero de locus
para polimorfismos que los estudiados con técnicas basadas en PCR y, ademas,
permite descubrir patrones epidemiol6gicos importantes entre las especies de
Malassezia, asi como discriminar entre las distintas cepas de este género cuando no
es posible identificarlas con pruebas fisiolégicas (93). La PCR-RFLP permite
diferenciar varias especies entre si o0 incluso poblaciones dentro de una misma
especie (92). Para determinar variabilidad genética intra especifica del género

Malassezia se han utilizado las técnicas PFGE y analisis de secuencia (94).
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La morfologia peculiar de Malassezia lo hace reconocible en muestras clinicas y el
aislamiento continda siendo complicado en el laboratorio asistencial, por lo tanto, la

microscopia directa continua siendo es el método diagndstico de rutina de la PV (38).

Sensibilidad a los antifungicos

Los estrictos requerimientos de las levaduras del género Malassezia complican el
estudio de la sensibilidad antifungica in vitro. Diferentes metodologias se han
ensayado; difusion o dilucion en agar, dilucibn en caldo y se han introducido
variaciones en la composicion de los medios de cultivos, con el propésito de optimizar
el desarrollo de estas levaduras lipodependientes, pero hasta el momento no existe un
método estandarizado para determinar las concentraciones inhibitorias o fungicidas
minimas (4,95,96,97). Por otro lado, la comparacion de los resultados publicados se
hace dificil porque muchos de los reportes son previos al reconocimiento de las
nuevas especies obtenidas por métodos moleculares (95,97,98) o porque han sido
realizados con aislados identificados por métodos convencionales, los cuales no
permiten la correcta identificacién de todas las especies hoy conocidas (93).

Estudios de determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) recientes
realizados introduciendo modificaciones al método de referencia del Clinical and
Laboratory Standards Institute (documento M27-A3, que fuera aprobado para especies
de Candida y Cryptococcus neoformans), mediante suplementacion del medio para
posibilitar el desarrollo de especies de Malassezia, han concluido que todos los
derivados triazdlicos a excepcion del fluconazol muestran una excelente actividad in
vitro y, entre ellos, ketoconazol e itraconazol son los antifingicos que probadamente
presentan la mejor actividad (99,100). El fluconazol, a pesar de ser uno de los
antifingicos mas comunmente utilizados a nivel mundial, es el que mostrd tener menor
actividad en relacion a otros triazoles, presenta amplios rangos de CIM comparando
con otras drogas y mayor variabilidad entre las diferentes especies de Malassezia
(99,100).
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Sustancias tépicas alternativas como el bifonazol, clotrimazol, miconazol, sulfuro de
selenio, zinc pitiriona utilizados para el tratamiento y con fines profilacticos en
problemas dermatolégicos son también activos in vitro pero con valores de CIM
mayores que la mayoria de los derivados azélicos (99).

Recientemente Rojas y col., estudiando la sensibilidad de M. furfur, M. globosa y M.
sympodialis, observaron que M. sympodialis es la mas sensible y M. furfur la menos
sensible, que para las tres especies ketoconazol, itraconazol y voriconazol son las
drogas mas activas y con baja variabilidad entre aislados de la misma especie y que
fluconazol, miconazol y anfotericina B tienen mas altas CIMs y rangos mas amplios
(100).

Las diferencias que estos autores han observado entre M. furfur, M. sympodialis, y M.
globosa enfatiza la necesidad de una correcta identificacion y evaluacion de la
susceptibilidad a los antifungicos de las tres especies de Malassezia mas frecuentes

como causantes de patologias en humanos (100).
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I1l. JUSTIFICACION

En Paraguay la PV es una patologia frecuente, sin embargo, en la mayoria de los
casos se realiza diagndstico simplemente por las caracteristicas clinicas de la lesion y
en muy pocas ocasiones mediante diagndstico de laboratorio. Consecuentemente,
tampoco se realiza cultivo del material clinico. Probablemente esto ha generado un
sub-diagnéstico de esta enfermedad y, por estas razones, tampoco no existen
estudios epidemiolégicos sobre esta patologia y los agentes que la producen. Esta
falta de implementacion de las metodologias para el diagnéstico de las malasseziosis
también genera el sub-diagnostico de las infecciones sistémicas que produce
Malassezia, ya que estos agentes no se detectan en otros medios de cultivos que no
sean los especiales para hongos lipodependientes.

Estudios recientes muestran que existen notables variaciones en la epidemiologia de
la PV con la geografia, tanto en la frecuencia de las especies como en la sensibilidad
frente a los antifingicos entre las diferentes especies, por lo que el cultivo y la
identificacion se tornan cada vez mas importantes.

En Paraguay poco se conoce sobre la epidemiologia de la PV. A través de este
estudio se pretende implementar la metodologia diagnéstica de la PV, demostrar la
importancia del diagnéstico diferencial, identificar y determinar la frecuencia de las
especies de Malassezia causantes. Una vez implementada esta metodologia, podria

ser utilizada para el diagnéstico de otras malasseziosis.
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IV. HIPOTESIS

La frecuencia de las especies de Malassezia causantes de PV en Paraguay es similar
a la encontrada en otros paises de Latinoamérica.

Malassezia globosa es la especie mas frecuente seguida por Malassezia sympodialis.
Un porcentaje considerable de pacientes presenta asociaciones de especies.

La PV se presenta en un amplio rango de edades pero con asociacion estadistica

significativa con un determinado grupo etario.
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V. OBJETIVOS

Objetivo principal

Identificar y determinar la frecuencia de las especies de Malassezia causantes de PV
en pacientes de la region oriental del Paraguay y las caracteristicas epidemiologicas

de esa poblacién.

Objetivos especificos

Implementar la metodologia para aislamiento e identificacibn de especies de

Malassezia.

Aislar levaduras de Malassezia a partir de material clinico obtenido de lesiones de PV.

Identificar los aislamientos por métodos bioquimicos y fisiol6gicos.

Analizar la frecuencia de las especies segln grupo etario, sexo y sitio anatémico de

las lesiones.

Analizar la frecuencia de las especies segun la forma clinica de presentacion.

Caracterizar clinica y demograficamente la poblacién estudiada
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Disefio

Tipo de disefio: estudio observacional, descriptivo, de corte transversal.

Periodo de estudio: entre febrero del 2014 a enero de 2015.

Sujetos del estudio y procedencia de los mismos: pacientes con diagndstico clinico

presuntivo de PV, que consultaron en: 1) Céatedra de Dermatologia del Hospital de
Clinicas; 2) Hospital de Itaugud; 3) Hospital de Capiatd y 4) Consultorios

Dermatolégicos privados.

Criterios de inclusion: pacientes que no recibieron antifingicos tépicos durante los 8

dias previos y antifungicos orales en los 15 dias previos a la toma de muestra.

Criterios _de exclusién: pacientes en cuyas muestras clinicas no se observaron

elementos fungicos compatibles con Malassezia.

Tipo de muestreo: muestreo de casos consecutivos.

VI. 2 Recoleccion y Procesamiento de las muestras

Recoleccion de muestra: Se realiz6 mediante raspado de la lesion con bisturi estéril.
Las escamas fueron colectadas en placa de Petri estéril y luego selladas con papel
adhesivo, introducidas en una bolsa de plastico estéril para su transporte hasta el

laboratorio de Microbiologia.
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Toma de muestra por raspado con bisturi Placa con la muestra para ser transportada

El profesional encargado de la toma de la muestra fue el responsable de la confeccion
de la Ficha Epidemioldgica correspondiente a cada paciente, en donde fueron
registrados: edad, sexo, procedencia, localizacion de la lesion, tiempo de evolucion,
namero de episodio, forma clinica de la lesion (hipocrémica, hipercrémica), presencia

0 ausencia de prurito, enfermedad de base, medicacién previa (Anexo Ill).

A los pacientes que consultaron en los Hospitales de Itaugua y de Capiata se les
realiz6 la toma de muestra en los consultorios de dermatologia de los respectivos
hospitales. Los que consultaron en el Hospital de Clinicas y en los Consultorios

privados acudieron al Laboratorio San Roque para la toma de muestras.

Procesamiento de las muestras

Todas las muestras fueron procesadas en la seccion de Microbiologia del Laboratorio
San Roque, ubicado en la ciudad de Asuncion. Las muestras recolectadas en el
Laboratorio San Roque, fueron procesadas en el dia y aquellas tomadas en el Hospital
de Itaugud y en el Hospital de Capiata, distante a unos 30 y 20 km respectivamente de

Asuncion, fueron remitidas y procesadas dentro de las 48 horas.

Examen directo: Las escamas fueron observadas entre porta y cubre objetos con una

gota de KOH con el agregado de tinta Parker® (Quink) azul negro permanente

(solucién 1:1) y observadas al microscopio con el objetivo de 40X.
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En los casos en que habia una muestra escasa, se realizd el preparado fijando
escamas en un portaobjeto con una gota de suero, una vez seco fue coloreado con
azul de metileno 1%, lavado cuidadosamente y observado con objetivo de inmersion y

ademas se dejo muestra para el cultivo.

Preparacion de la muestra y Coloracion con azul de metileno

Se registrd la ausencia o presencia de elementos fungicos y, en este caso, la
morfologia de las células levaduriformes (esféricas u ovales), presencia de hifas y la
cantidad, evaluada por cruces de la siguiente manera: escasa (+), moderada cantidad

(++) y abundante (+++).

Cultivo: Todas las muestras fueron cultivadas en dos medios de cultivo, en agar Dixon
modificado y en agar cromogénico, CHROMagar Malassezia®. Ver Anexo IV

Los medios sembrados se incubaron a 32°C, con lecturas cada 48 horas hasta 15 dias

Cultivo de la muestra en agar Dixon Cultivo en CHROMagar Malassezia
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Identificacién: La identificacion fue realizada segun el esquema propuesto por Guillot,
Gueho y col., basado en las caracteristicas macro y micromorfolégicas y en las
propiedades bioguimicas Yy fisioldgicas (15,86).

Estudio macromorfologico: Se valord el aspecto, consistencia y color de las colonias
en agar Dixon modificado. Utilizado el medio de cultivo CHROMAgar Malassezia se
evalud la presencia 0 no de precipitado, el tamafio, forma, consistencia y color de las
colonias siguiendo las recomendaciones de Kaneko y col. (87).

Estudio micromorfolégico: Se valoré el tamafo, forma y patron de brotacion de la
levadura mediante el examen en fresco de las colonias con solucién fisiolégica o azul
de metileno 0.25%.

Caracteristicas bioguimicas vV fisiol6gicas

a) Actividad catalasa

Se determind depositando en un portaobjeto una pequefia porcion de colonia de la
levadura, a la que se agreg6 una gota de peréxido de hidrégeno (solucion al 3%). La
produccion de burbujas de gas, indica un resultado positivo. La ausencia de actividad
de catalasa es caracteristica de M. restricta.

b) Capacidad de asimilacion de Tween 20, 40, 60 y 80.

La habilidad para utilizar diferentes compuestos de Tween como Unica fuente de

lipidos fue realizada segun lo descrito por Guillot y col. (86).

Prueba de asimilacion de Tween

32



¢) Hidrdlisis de la esculina.

La actividad B-glucosidasa de las diferentes especies de Malassezia fue ensayada en
tubos conteniendo agar esculina, incubado durante 5 dias a 32°C, utilizando el método
descrito por Mayser y col (101). La presencia de la enzima [-glucosidasa desdobla la
esculina en esculetina y glucosa oscureciendo el medio por la liberacion de sales

férricas incorporadas en el medio.

Prueba de la hidrélisis de la esculina

d) Crecimiento a diferentes temperaturas (37°C y 42°C) en agar Dixon, segun lo
descrito por Guillot y col. (86).

e) Asimilacién del Cremophor EL, se procedié segun lo descrito por Mayser y col.
(101).

La capacidad para asimilar el Cremophor EL, compuesto de agente emulsificante,
poliether de aceite de castor y 6xido de etileno, como Unica fuente lipidica fue
evaluada segun lo descrito por Mayser y col (101). La incubacion fue realizada a 32°C
durante una semana, y la utilizacion del compuesto analizado por el grado de

crecimiento de la levadura alrededor del pocillo.
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Prueba de asimilacion del Cremophor

Cepas controles: Como controles fueron utilizadas cepas de referencia de Malassezia

sympodialis CBS 7222 y Malassezia obtusa CBS 7876, cedidos gentilmente por el
Departamento de Micologia, Instituto de Medicina Regional, Universidad Nacional del

Nordeste (Argentina).

Conservacion de los aislados: 2 ansadas del cultivo fresco (3 a 5 dias) de la levadura

se inocularon en medio Skin milk glicerol y llevado inicialmente a freezer de —20° C

para congelacion y luego a —80° C, para la conservacion. Ver Anexo |V.

VI. 3 Cuestiones éticas

El estudio se ajusto a los principios éticos de la investigacion clinica: respeto, beneficio

y justicia.

Se solicitdé el consentimiento del paciente, se les explicé sobre el objetivo de la
investigacion, la importancia del estudio, que la toma de muestra no le ocasionaria
dafio alguno y que seria beneficioso pues confirmaria microbiolégicamente el

diagnostico presuntivo clinico de su médico.
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Los estudios realizados fueron gratuitos y los resultados tanto del examen directo
como del cultivo, fueron entregados a los pacientes a los 15 dias, quienes se

encargaron de acercar a sus médicos dermatélogos, para el adecuado tratamiento.

VI. 4 Gestion y analisis de datos

Los datos obtenidos del estudio fueron almacenados en una planilla electronica Excel
en base a una ficha previamente codificada. Los resultados se presentaron como

cifras absolutas y en porcentajes.

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico Epi-Info 2002 utilizdndose,
tanto estadistica descriptiva como analitica. Se utilizaron las pruebas de ¥2,

considerando un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo.
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VIlI. RESULTADOS

Se estudiaron lesiones compatibles con PV de 109 pacientes. De estos, 102
presentaron examen microscopico directo con elementos fungicos compatibles con
especies de Malassezia y 7 examenes directos resultaron negativos, por lo que fueron

excluidos de la investigacion.

La Figura 1 muestra el mapa del Paraguay con la ubicacion de la capital (Asuncion) y
sus 17 departamentos. En la Tabla 1 se muestra la procedencia de los pacientes

estudiados.

Figura 1. Republica del Paraguay Tabla 1. Procedencia de los102 pacientes

Division politica

Procedencia Frecuencia
n (%)
Central 63 (61,8%)
Asuncién 27 (26,5%)
Cordillera 4 (3,9%)
Paraguari 2 (2,0%)
Guaira 1 (1%)
Caaguazu 1 (1%)
Caazapa
Concepcion 1 (1%)
San Pedro 1 (1%)
Canendiyu 1 (1%)
Total 1 (1%)
102 (100%)
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En la Tabla 2 se presenta la distribucién de los casos por sexo y grupo etario. El rango
de edad de los pacientes del estudio fue de 1 mes a 63 afios con una mediana 23
afios y la media de 26 + 13 afios. El grupo etario predominante fue el de 11 a 20 afios

con un 35,3%, seguido del grupo de 21 a 30 afios.

Tabla 2. Distribucién de casos de acuerdo al sexo y edad

GRUPO ETARIO SEXO Total

(afios) F M

<10 0 (0%) 5 (100,0%) 5 (4,9%)
11-20 20 (55,6%) | 16 (44,4%) | 36 (35,3%)
21-30 12 (41,4%) | 17 (58,6%) | 29 (28,4 %)
31-40 10 (66,7%) 5 (33,3%) 15 (14,7%)
41-50 5 (45,5%) 6 (54,5%) 11 (10,8%)

>50 3 (50,0%) 3 (50,0%) 6 (5,9%)
Total 50 (49,0%) | 52 (51,0%) | 102 (100%)

En la Tabla 3 se presenta la localizacién anatomica de las lesiones de PV, la mayoria
de los pacientes presentaron lesiones en mas de un sitio de localizacion. So6lo un

28,4% (29/102) presenté localizacion Unica.

Tabla 3. Frecuencia de las distintas localizaciones de la lesion.

Localizacion de lalesion n (%)
Espalda 62 (60,8 %)
Pecho 43 (42,2%)
Brazo 32 (31,4%)
Cuello 24 (23,5%)
Abdomen 21 (20,6%)
Cara 18 (17,6%)
Hombro 7 (6,9%)
Ingle 4 (3,9%)
Gluteo 2 (1,9%)
Muslo 2 (1,9%)
Pierna 1 (0,98%)
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En la Tabla 4 se presenta la frecuencia de formas clinicas hipo e hipercromicas y los
casos de asociacion de ambas.

Tabla 4. Frecuencia de las diferentes formas clinicas

Forma clinica Frecuencia
n (%)
Hipocrémica 49 (48,0%)
Hipercrémica 31 (30,4%)
Hipocrémica, hipercromica 22 (21,6%)
Total 102 (100%)

En la Figura 2 se observan lesiones hipo e hipercromicas de PV en las dos
localizaciones mas frecuentes. El Unico lactante de la poblacion estudiada present6

lesiones hipocromicas en la cara, tal como se observa en la Figura 3.

Figura 2. Lesiones de pitiriasis versicolor. A: Lesion hipercromica en espalda; B:
Lesion hipocrémica en pecho; C. Lesion hipercrémica en pecho; D. Lesion hipocrémica
en espalda
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Figura 3. Lesion en cara de lactante

En la Tablas 5 y 6 se muestran los resultados obtenidos a través de las fichas

epidemioldgicas.
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Tabla 5. Resultados de las encuestas a los 102 pacientes.

Caracteristicas
estudiada

de la poblacion | Frecuencia
n (%)

Menos de 1 afio
Entre 1 a 5 afios
Mas de 5 afios

Tiempo de evolucion

68 (66,7%)
23 (22,5%)
11 (10,8%)

Primer episodio

Prurito

Si 39(38,2%)
No 63(61,8%)
Episodios

71(69,6%)

Con previos episodios 31(30,4%)

Tratamientos antifungicos previos

Si 24 (23,5%)
No 78 (76,5%)
Enfermedad de base

Si 18 (17,6%)
No 84 (82,4%)

En la Tabla 6 se presenta la distribucién de la localizacién de la lesion segun el grupo

etario. Se observé que el grupo etario de <10 afos se asocia significativamente con la

localizacién en la cara.

Tabla 6. Frecuencia de las distintas localizaciones por grupo etario

Grupo Localizacion de lalesién

Etario

(afios) | Espalda | Pecho Brazo Cuello | Abdomen | Cara Hombro | Otra Total
<10 2 (40) 0 1 (20) 1 (20) 0 4 (80) 0 0 5
>10 60 (61,9) | 43 (44,3) | 31(32) 23(23,7) | 21(21,6) 14 (14,4) | 7 (7.2) 9(9,3) | 97
Total 62 (60,8) | 43(42,2) | 32(31,4) | 24 (23,5) | 21(20,6) 18 (17,6) | 7 (6,9) 9(8,8) | 102
Valor p | 0,61 0,071 0,94 0,72 0,54 0,0016 0,77 0,92

En la Tabla 7 se aprecia la frecuencia de las formas hipo e hipercrémicas en las

distintas localizaciones y la asociacién entre estas formas clinicas y la localizacién de

la lesion.

En las zonas francamente expuestas se observd un predominio de la forma

hipocrémica, en cambio, en las zonas cubiertas como abdomen, ingle y glateo

predomind la forma hipercromica.
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Tabla 7. Frecuencia de las distintas localizaciones de las lesiones hipocrémicas e

hipercromicas de PV.

Forma clinica

Localizacién Hipocrémica Hipercrémica Total

n=49 n=31 n=80
Cara* 13 (87) 2 (13) 15
Brazo 15 (75) 5 (25) 20
Espalda 34 (68) 16 (32) 50
Hombro 4 (66,7) 2 (33,3) 6
Pecho 18 (62) 11 (38) 29
Cuello 9 (60) 6 (40)) 15
Abdomen** 3(18,8) 13 (81,2) 16
Ingle, glateo, muslo*** 2(22,2) 7(77,8) 9
Total 98(61,3%) 62(38,7%) 160

p= 0,000866

* Analisis de asociacion entre localizacién en cara con respecto a las otras localizaciones p<
0,05

** Andlisis de asociacién entre localizacién en abdomen con respecto a las otras localizaciones
p< 0,05

*** Andlisis de asociacion entre localizacién en ingle, gliteo, muslo con respecto a las otras
localizaciones

p< 0,05

En la Figura 4 se aprecia la morfologia de los elementos fungicos observados en el
examen microscopico directo de las muestras coloreadas con azul de metileno.

Figura 4. Morfologia de los elementos compatibles con Malassezia en el examen
directo

A B

A: Levaduras e hifas de Malassezia (1000X); B: Hifas de Malassezia (1000X); C: Levaduras de
Malassezia (1000X).

De los 102 pacientes incluidos en el estudio, se obtuvieron cultivos positivos en 87

(85,3%). De ellos se obtuvieron un total de 105 aislados.
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En la Figura 5 se muestra la distribucion general de especies identificadas a partir de

los 105 aislados.

Figura 5. Frecuencia de especies identificadas en los 105 aislamientos de Malassezia

m M. sympodialis
B M. furfur
m M. globosa

m M. slooffiae

En la Figura 6 se muestra la distribucion de las especies obtenidas como Unico agente

y en asociacion a partir del cultivo de las muestras clinicas de las lesiones.

Figura 6. Distribucion de especies de Malassezia obtenidas como agente Unico y en

asociacion

M. globosa 37,3%
M. sympodialis

M. furfur

M. slooffiae

M. globosa + M. furfur

M. globosa + M. slooffiae

M. globosa + M. sympodialis

M. furfur + M. sympodialis

M. globosa + M. furfur + M. sympodialis

Negativo 14,7%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%
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En la Figura 7 se observan las colonias de las 3 especies mas frecuentemente

aisladas en agar Dixon maodificado.

Figura 7. Colonias de Malassezia en agar Dixon modificado

A B C
A: M. sympodialis; B: M. globosa; C: M. furfur.
En la Figura 8 se observan colonias de las distintas especies de Malassezia aisladas

en medio cromogeénico.

Figura 8. Colonias de especies de Malassezia en CHROMAgar Malassezia®.

A B C D

A: M. sympodialis; B: M. furfur; C: M. globosa; D: M. slooffiae.

En la Tabla 8 se muestran las especies y asociaciones de especies distribuidas por
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sexo de los pacientes.

Tabla 8. Distribucidon de las especies o0 asociaciones de especies de Malassezia por

sexo de los pacientes.

. L . Sexo
Especies o0 asociaciones de especies Femenino Masculino Total
n (%) n (%)
M. globosa 15 (39,5) 23 (60,5) 38
M. globosa + M. slooffiae 1(33,3) 2 (66,7) 3
M. globosa + M. sympodialis 2 (100,0) 0 2
M. globosa + M. furfur + M. sympodialis 0 1(100) 1
M. globosa + M. furfur 1(10) 9 (90,0) 10
M. furfur 6 (46,2) 7 (53,8) 13
M. furfur + M. sympodialis 1(100) 0 1
M. sympodialis 12 (80,0) 3 (20,0) 15
M. slooffiae 2 (50,0) 2 (50,0) 4
Negativo 10 (66,7) 5(33,3) 15
Total 50 52 102

M. sympodialis presentd una asociacion significativa con los pacientes del sexo

femenino (valor p = 0,005), sin embargo el sexo masculino lo tuvo con M. globosa

(valor p = 0,005) y M. furfur (valor p = 0,05), quienes se presentaron significativamente

en mayor frecuencia.

Figura 9. Distribucién de las especies de Malassezia por sexo de los pacientes

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

21,1

M. sympodialis

B Femenino Masculino
67 64,8
T
M. furfur M. globosa

57,1

M. slooffiae
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En la Figura 10 se muestra la distribucion de los aislados de las diferentes especies de
Malassezia por grupo etario de los pacientes. Se obtuvo una proporcion
significativamente mayor de M. sympodialis en el grupo etario de 21- 40 afios

comparado con las demés especies.

Figura 10. Distribucion de las especies de Malassezia por grupo etario

m M. globosa  mM. furfur  m M. sympodialis  m M. slooffiae

25 + 23

N° de aislados

<10 (n=6) 11-20(n=37) 21-40 (n=47) >40 (n=15)

Edad (aios)

M. sympodialis comparado con M. globosa, M. furfur y M. slooffiae p=0,005, 0,0275 y 0,0077.

La frecuencia de las diferentes especies aisladas en relaciéon con las formas clinicas
se presenta en la Tabla 9. Se han excluido las formas mixtas de manera de establecer
la asociacion existente entre una determinada especie y la forma de presentacion
clinica. Se obtuvo asociacion significativa de M. sympodialis con las formas

hipercrémicas.
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Tabla 9. Frecuencia de especies aisladas en las formas clinicas hipo e hipercromicas

Especies de Malassezia Forma clinica
Hipocrémica Hipercromica Total
M. globosa 28 (68%) 13 (32%) 41
M. furfur 14 (70%) 6 (30%) 20
M. sympodialis * 6 (40%) 9 (60%) 15
M. slooffiae 2 (50%) 2 (50%) 4
Total 57 (64,8%) 31 (35,2%) 80
p=0,205 * Asociacion entre M. sympodialis y la forma hipercrémica p=0,022.
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VIIl. DISCUSION

En el presente trabajo se ha logrado un buen rendimiento (85,3%) en la recuperacion
de Malassezia a partir del cultivo utilizando el medio de agar Dixon modificado y un
medio cromogénico. El resultado obtenido es similar a lo reportado por Afshar y cols.,
quienes de 134 muestras, 116 con directo positivo, obtuvieron 100 (86.5%) cultivos
positivos (102). Segun los diversos reportes, los cultivos para Malassezia han tenido
rendimientos muy variables, los cuales van de 45% a 100%. Se han registrado valores
de recuperacion bajos como en el estudio llevado a cabo por Karakas y cols. (103),
quienes de 97 pacientes con PV y examen directo positivo, pudieron obtener en 44
(45,4%) aislamientos de Malassezia. Shah A. y cols. reportaron que de 114 muestras
con directos positivos, 70 (61,40%) desarrollaron en cultivo (104). Kindo y caols.,
encontraron que de 70 pacientes con diagndstico presuntivo de PV, todos con KOH
positivo, so6lo en 48 (68,5%) se obtuvieron cultivos positivos con agar Dixon modificado
(105). Estos porcentajes de cultivo positivo son inferiores a lo obtenido en este estudio.
La utilizacion del agar Dixon modificado mas el medio cromogénico CHROMagar
Malassezia® mejord el rendimiento ya que, si bien este Ultimo no es un medio para
cultivo primario fue Gtil en muchos casos, pues el color caracteristico que presentan
las colonias en este medio facilitd la deteccion y posterior recuperacion de colonias de
Malassezia entre los contaminantes. Otros estudios han obtenido mejor rendimiento
que el presente trabajo, como los realizados por Talaee y cols., quienes obtuvieron un
89.3% de cultivos positivos utilizando solamente agar Dixon modificado sobre 112
muestras con directos positivos (106). Chaudhary y cols., obtuvieron desarrollo de
Malassezia en 87 muestras (96,7%), sobre 90 muestras con microscopia directa
positiva (107). Igualmente, los estudios de Crespo y cols. reportan valores de

recuperacion de estas levaduras en el orden del 97% (108).

Varias son las probables razones para que, en muestras con examen directo positivo,
los cultivos para Malassezia resulten negativos. Entre ellas, se podria atribuir a la
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escasa descamacion en pacientes que muchas veces toman un bafio antes de acudir
al laboratorio, o bien, a que el paciente ha recibido algun tipo de medicacién que no se
atreve a revelarlo, ya sea tépica medicinal o terapias alternativas o sistémicas
recientes. Por otro lado, podria deberse a que no existe un medio de cultivo ideal para
todas especies de Malassezia y a que los cultivos se contaminan con bacterias u otros
hongos de rapido desarrollo, los cuales invaden los cultivos e impiden la recuperacién
de colonias de Malassezia. También, es probable que el tiempo transcurrido entre la
toma de muestra y la inoculaciéon al medio de cultivo incida negativamente en la
recuperacion de la levadura; si bien no existen publicaciones en las que se ha
estudiado esta variable. En el presente estudio la inoculacién a los medios de cultivo
fue realizada dentro de las 48 hs y puede considerarse éptimo el porcentaje de

recuperacion obtenido siendo una levadura con estrictos requerimientos nutricionales.

En cuanto a las caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada, se encontré
una distribucion similar con respecto al sexo. En la mayoria de los estudios no existen
diferencias significativas en cuanto a esta variable (25,63,73,109,110,111), si bien en
algunos trabajos la diferencia es mas amplia con ventaja para el sexo masculino, como
en los estudios realizados por Framil y cols. donde la distribucion por sexo de la PV
fue de 64,7% hombres y 35,3% mujeres (112), también predominio masculino de
59,7% ha sido reportado por Shah y cols., en India (104). Estos ultimos autores lo
atribuyen a que la poblacion masculina esta mas involucrada con las actividades al
aire libre y estan mas expuestos a factores como las altas temperaturas y humedad.
Sin embargo, otros trabajos informan predominio del sexo femenino, como los de Petry
y cols. con el 58,6% (77) y el de Ramadéan y cols. con el 63% de mujeres con PV (75).
Algunos autores suponen que el predominio en las mujeres se debe a que esta
dermatosis tiene una connotacion estética y siendo las mujeres las mas preocupadas

por el aspecto fisico, son quienes consultan con mayor frecuencia.
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En el presente trabajo el 38,2 % de los pacientes refiri6 haber padecido de prurito,
aunque no es una manifestacion caracteristica de esta enfermedad. Un numero
importante manifesté que el sintoma se intensificaba con el sudor. Algunos autores
han encontrado mayor cantidad de sintomaticos, como Morais y cols (109) y Krisanty y
cols (113) quienes refirieron 48,3% y 51% de pacientes con prurito respectivamente vy,
otros, una menor proporciébn como Santana y cols., quienes reportaron un 25,7% de

prurito en la poblacion analizada (114).

En la mayoria de las publicaciones el grupo etario de 21 a 30 afios es el informado
como predominante (42,51,54,85,88). En la poblacién de este estudio, en cambio, fue
el de 11 a 20 afios con un 35,3%, seguido del grupo de 21 a 30 con 28,4%. Esto
guarda similitud con algunos trabajos realizados en regiones tropicales como el de
Morais y cols. realizado en Manaus, Amazonas, quienes informan que el mismo grupo
de edad fue el mas afectado con el 33,6%, seguido en frecuencia por los grupos
etarios de 20 a 30 y 30 a 40, con 18,1%, cada uno (109). También el de Santana
Juliano, en Buerarema, Brasil, donde el grupo predominante fue el de 10 a 19 afios
(114). En Venezuela, Acosta Quintero y cols., en 2004, encontraron un predominio
significativo de casos durante la pubertad (12-19 afios) afectando al 32,1% (115).
Estos ultimos han sugerido como posible explicacion, que los niveles crecientes de las
hormonas sexuales durante la pubertad modulan la aparicion de caracteres sexuales
secundarios, incluyendo la distribucion de grasas y la secrecion espesa de las
glandulas sebaceas de la piel, elementos nutricionales claves para el metabolismo de
las levaduras lipéfilas de Malassezia, favoreciendo su desarrollo. Otros autores, como
Isa y cols., sugieren considerar ademas los factores climaticos o ambientales, factores
raciales o genéticos, que influyen igualmente sobre la secrecién de las glandulas

sebéaceas (116).

Las lesiones de la PV pueden ser hipopigmentadas o hiperpigmentadas y, en algunos

casos, presentarse ambas formas en un mismo paciente. En nuestra poblacion
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predominaron las formas hipocrémicas, en coincidencia con la mayoria de los trabajos
publicados (80,108,109,117). En algunos estudios se ha reportado un neto predominio
de esta forma clinica, con valores tan altos como de 94,1% (78). Sin embargo,
recientemente Talee y cols. en estudios realizados en la India, encontraron 50% de
formas hiperpigmentadas, 37% hipopigmentadas y 13% de coexistencia de ambas

(106).

En cuanto a la localizacién de las lesiones, la mas frecuente en el presente estudio fue
la espalda, seguida por las lesiones en pecho, coincidiendo con varios estudios en los
gque las lesiones de PV estan frecuentemente localizadas en tronco
(77,89,111,117,118); sin embargo, existen reportes en los que el sitio mas
comunmente afectado fue el cuello, como en los trabajos de Shah realizado en India,
con una frecuencia del 55,4%, seguido por la espalda 49,6% vy, en tercer lugar, pecho
40,3% (104). Asimismo, Talaee y cols. en Iran, publican el mayor nimero de individuos
con lesiones en el cuello, seguido de pecho (106). En el estudio de Tango la ubicacion
de las lesiones fue mayoritaria en brazos y antebrazos en 36,1%, seguido de lesiones

en la cara en el 25% (79).

La distribucion de las lesiones de PV en las distintas partes del cuerpo generalmente
esta directamente relacionada con la densidad de la secrecion sebacea vy, por lo tanto,
con la edad. En nuestra casuistica solo tuvimos un paciente lactante de 1 mes, cuya
lesiébn estaba situada en la cara. Isa y cols. han publicado que en lactantes
dominicanos hubo un franco predominio de lesiones en cara con un 81%, en tronco
16%, en extremidades 5% y en cuello en un 8,6% (116). Jena y cols., estudiando PV
en poblacion pediatrica encontraron que el sitio mas comun de la lesion en esta
poblacién también era la cara, con el 39,9% de los casos y la mayoria de los casos se
habian presentado en los meses de verano (119). En este estudio se observé una
asociacion estadisticamente significativa entre la localizacién de la lesioén en cara y el

grupo etario de 0 a 10 afios. Se ha especulado, que la predileccion por esta zona
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podria deberse a la composicion diferente del sebo en el nifio y en el adulto; por otro
lado, a la costumbre en zonas tropicales de aplicarse aceites vegetales que favorecen
el crecimiento de Malassezia spp., dada su composicién de lipidos, la oclusién que

ocasionan y las alteraciones en el pH cutéaneo (116).

El 71,6% de los pacientes aqui estudiados presentaron lesiones en mas de una
localizaciéon. En el estudio de Morais y cols. realizado en Manaus, Amazonas (Brasil)
de clima tropical, 104/116 (89,7%), tenia afectado dos o mas regiones del cuerpo
(109). Sin embargo en otros estudios realizados en Argentina como el de Giusiano y
cols., en la ciudad de Resistencia, de clima subtropical y el de Ramadén y cols. en la
ciudad de Rosario, de clima templado, las localizaciones unicas fueron las

predominantes (63,75).

En el presente trabajo las lesiones de PV localizadas en abdomen, ingle, glateo y
muslo se asociaron significativamente con lesiones de tipo hipercrémicas, asimismo
las localizadas en cara se asociaron a lesiones hipocrémicas, coincidente con Crespo
y cols., quienes habian reportado que las lesiones de color rosa 0 marrén se localizan
preferentemente en zonas cubiertas en cambio las blancas en superficie foto

expuestas (64).

M. globosa fue la especie mas frecuentemente aislada (52,9%) seguida de M. furfur
(24,5%), M. sympodialis (18,6%) y, en ultimo lugar, M. slooffiae (6,9%). Nuestros
resultados son similares a lo obtenido por Giusiano y cols. en Resistencia (Argentina)
quienes reportaron en el 2004 sobre un total de 48 pacientes con PV a M. globosa con
54,5%, M. furfur con 27,3%, M. sympodialis 18,2% y M. slooffiae 8,3% (120). También
guardan bastante similitud con la distribucion de frecuencias encontradas en Irdn
(73,102). Asimismo, en una publicacién reciente realizada por Talaee y cols. también
en Irdn, encontraron una distribucion similar pero utilizando métodos moleculares para

la identificacién (106). El clima de las regiones del norte de Iran en donde se llevaron a
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cabo esos estudios guarda similitud con el nuestro, en cuanto a temperaturas maximas
y minimas, humedad y el tipo de geografia; probablemente, sea uno de los factores

para encontrar tanta similitud en la distribucién de especies.

A partir de 1996, con los trabajos de Guého y Guillot, quienes introdujeron nuevas
especies de Malassezia y establecieron un esquema para identificacion basado en las
caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas, se han realizados diversos estudios para
conocer la epidemiologia de la PV y las especies que la producen (15,86). Estos
reportes han arrojado resultados muy variables en las diferentes regiones geogréficas
e, incluso, dentro de regiones préoximas. Asi como lo encontrado en esta investigacion,
varios trabajos han reportado a M. globosa como la mas frecuente. Entre ellos, los
estudios realizados por el grupo de Crespo en 1999 y en el 2000 y por el grupo de
Aspiroz en el 2002 en Espafia consideraban que M globosa en su fase micelial era el
agente etiologico de la PV. Este Ultimo grupo habia demostrado una gran actividad
enzimatica de M. globosa con produccion de lipasa y esterasa, lo que explicaba el
gran nivel de patogenicidad de esta especie en la piel humana dando soporte al rol en
la etiologia de la PV (108,110,117). Numerosos otros estudios realizados para
establecer el agente asociado a la PV, como los de Nakabayashi y col. en Jap6n en el
2000 (61), Gaitanis y col. en Grecia en el 2002 (121) y en el 2006 (74), Hernandez y
col. en México en el 2003 (122), Salah y col. en Tunez (72), Tarazooie y col. en Iran
(73), Prohic y col. en Bosnia-Herzegovina (71), Dutta y col. en India (123), Sosa y col.
en Argentina (111) concluyeron, al igual que este trabajo, que M. globosa era la

especie mas frecuentemente aislada de esta patologia.

Contrariamente, otros trabajos en diversas regiones han informado a M. sympodialis
como la mas frecuente. Entre ellos, en el 2001 en Ontario, Canada, analizando 111
casos de PV informan a M. sympodialis como la mas frecuente, seguida por M.
globosa y M. furfur. En este estudio realizado en medio de Leeming- Notmann un gran

namero de muestras con directo positivo no habia desarrollado en el medio de cultivo
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(80). Dos afios después en Buenos Aires, Argentina, Canteros y cols. también
reportaron a M. sympodialis como la especie mas frecuente (76). En 2011, Giusiano y
cols. en Resistencia, Argentina, utilizando métodos moleculares de identificacion a
partir del cultivo, reportaron una frecuencia muy similar de M. sympodialis (37,7%) y M.
globosa (37,2%) sobre 218 pacientes con PV (63). Otro estudio en Rosario, Argentina,
realizado en el afio 2012 por Ramadan y cols., utilizando el medio cromogénico,
encontraron un mayor predominio de M. sympodialis (51%) (75). Asimismo, otros
estudios de Sudamérica tampoco concuerdan con nuestros hallazgos en relacion a la
especie mas frecuentemente aislada de PV, como ser, los realizados en Brasil por los
grupos de Framil y col. en 2010 (78), Petry y col. en 2011(77) y en Bolivia por Tango y

cols. en 2012 (79). Todos informan a M. sympodilalis como la mas prevalente.

La mayoria de los estudios epidemiolégicos antes mencionados informan a M. furfur
en tercer lugar. Llamativamente, unas pocas publicaciones realizadas en regiones
tropicales o subtropicales, han mostrado una predominancia total de M. furfur como
agente etiolégico de la PV, entre ellos, Razanakolona y cols., en Madagascar en 2004
(124), De Quinzada y cols., en Panama en 2005 (125) y Miranda y cols. en Brasil en
2006 (118), con frecuencias de 70,7%, 42% y 77,8%, respectivamente. En el presente
estudio, la frecuencia de M. furfur fue considerable, probablemente en climas calidos y

hamedos M. furfur se encuentra en frecuencias mas importantes.

Las discrepancias se extienden a lugares proximos entre si, incluso dentro de un
mismo pais, como sucede en Brasil donde investigaciones realizadas por Framil y
cols. en el afio 2010, en la regién San Pablo (78) y por Petry y cols. en el 2011 en Rio
Grande do Sul (77), reportaron a M. sympodialis como la especie mas frecuente en
PV, seguida de M. furfur. Por el contrario, Miranda y cols. en Goias, en el 2006,
informaron el aislamiento de M. furfur como prevalente (118). En India tampoco existen
concordancias entre los estudios, asi Dutta y cols. en el norte de India (123), Chaudary

y cols. en India Central (107) y Shah y cols. en Bombay, costa oeste de India (104),
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informan a M. globosa como la méas frecuente. En cambio, Kindo y cols., en el sur de

India encuentran a M. sympodialis con 58.33% (105).

Se debe considerar que en el presente trabajo, utilizando el método convencional, se
ha logrado aislar solamente 4 especies de Malassezia. No se descarta que alguna
especie pudo no haber desarrollado y, por lo tanto, haya sido sub diagnosticada. Se ha
demostrado que la distribucibn de especies estudiada mediante el método
convencional, puede variar respecto de la obtenida a través del método molecular no
basado en cultivo, que supone una mejor deteccion e identificacion de especies

(63,88,89,126).

Analizando la especie aislada y el sexo de los pacientes, se obtuvieron ciertas
relaciones con diferencias estadisticamente significativas. Asi, M. sympodialis fue
aislada con mayor frecuencia de individuos de sexo femenino, en cambio M. globosa y
M. furfur fueron recuperadas significativamente con mayor frecuencia del sexo
masculino. Si bien, existen en la bibliografia escasos trabajos en los que fueron
analizados dicha asociacion, en la mayoria no se registraron diferencias significativas
(77,106, 113,127). Sin embargo, Romano y cols. encontraron significativamente
mayor frecuencia de aislamiento de M. globosa en mujeres (128). En el estudio
realizado por Shohoki y cols., estudiando una poblacién con porcentaje similar entre
hombres y mujeres, 47,5 y 52,5% respectivamente, si bien no fue realizado el calculo
estadistico para determinar asociacion entre especies aisladas y sexo del paciente, de
5 aislamientos de M. sympodialis, 4 (80%) provinieron de pacientes del sexo femenino
y de 29 aislados de M. globosa, 17 (59%) eran provenientes del sexo masculino. Aun
considerando el bajo nimero de aislamientos estudiados por esos autores, se observa

gue los valores tienden a ser coincidentes con los resultados obtenidos (129).

En el presente andlisis se encontr6 ademds una relacion estadisticamente significativa

de aislamientos de M. sympodialis con las lesiones de tipo hipercrémicas. En toda la
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literatura consultada solo en dos trabajos se han relacionado las especies aisladas con
las formas clinicas, entre estos el de Karakas y cols. quienes obtuvieron
significativamente mayor frecuencia de aislamientos de M. furfur en lesiones
hipercromicas y de M. globosa en hipocromicas, pero cabe resaltar que ellos no
obtuvieron aislamientos de M. sympodialis y el rendimiento de los cultivo fue
menor(103). Sharma y cols. no encontraron diferencias significativas, sin embargo
cabe resaltar que en este estudio el 89,3% presentaba lesiones hipopigmentadas vy

solamente un 5,7% lesiones hiperpigmentadas (130).

Con respecto a la relacion entre especies de Malassezia y grupo etario también hemos
obtenido una asociacion significativa entre el aislamiento de M. sympodialis y grupo
etario de 21 a 40 afios. En la bibliografia se ha considerado estudiar esta asociacion
solamente en un trabajo, en el cual no informaron diferencias significativas, si bien en

dicho estudio no fue aislado M. sympodialis (103).

La PV es una dermatosis recurrente. En nuestra poblacion, el 30,4% eran pacientes
con lesiones recurrentes y el 22,5% refirio 1 a 5 afios de evolucion y el 10,8% mas de
5 afios. Estos valores en cuanto a recurrencia y duracion de la lesion son similares a
la poblacion estudiada por Karakas y cols (103). Frecuencias un poco menores han
sido reportadas en otras investigaciones (113,131,132). Pero, en Manaus, Brasil, se
informa una recurrencia del 52,6%, de los cuales el 50,8% tenian una historia de mas
de 10 afos. La poblacién estudiada en dicho trabajo refiri6  un alto grado de
exposicion al sol, excesiva sudoracion, historia familiar de PV, practicas de deportes
(109). Posiblemente la recurrencia esté relacionada con el clima, temperatura y
humedad, ademas de ciertos factores predisponentes. Karakas y cols. (103)
informaron que la recurrencia esta significativamente asociada a la hiperhidrosis,

caracteristica que no fue tenida en cuenta en este estudio.
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En los casos registrados como recurrentes de este analisis no se observaron
particularidades distintivas respecto a los porcentajes o tipo de especie; pero es
importante aclarar que la cantidad de casos no fueron lo suficiente para poder evaluar
asociaciones significativas. Framil y cols. reportaron un predominio de M. sympodialis
en pacientes que habian sufrido mas recaidas (112). Sin embargo, este hallazgo no

fue confirmado en el estudio de Petry y cols (77).

En el 16,7% de los pacientes se aisl6 mas de una especie de Malassezia, siendo la
asociacion mas frecuente la de M. globosa con M. furfur (9,8%) seguida de M.
globosa con M. slooffiae (2,9%). De igual manera, estudios hechos en Tunez
reportaron un 18% de pacientes con mas de una especie aislada, siendo también M.
globosa con M. furfur la asociacion mas frecuente con un 13% (72). Giusiano y cols,
en 2010 en Argentina, utilizando métodos moleculares informaron un porcentaje menor
de co-aislamiento, 18 asociaciones en 218 pacientes, 8,3% (63). Mayores
frecuencias de asociacion se han informado en Europa; en Espafia, Crespo y cols. en
1999 (110) y en el 2000 (108), como también Aspiroz en el 2002 (117), reportaron de
alrededor del 30% de asociaciones, siendo M. globosa con M. sympodialis, la mas
frecuente. En Italia, Romano y cols. encuentran un 38% de co-infeccion (28/74) en los
pacientes con lesiones extensas de PV de larga data y en varios sitios anatomicos;
también observan que los aislamientos de mas de una especie estuvieron asociados a
la presencia de algun factor predisponente en el 57% de los casos, hallazgo

estadisticamente significativo (128).

Se ha enfatizado en los Ultimos tiempos sobre la importancia de la identificacion del
agente causal de la PV para la seleccion de la terapia apropiada, considerando
publicaciones recientes que han demostrado variaciones en la sensibilidad in vitro de
las diferentes especies de Malassezia a los escasos agentes antifungicos de uso
clinico disponibles (87,99,100). Utilizando las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas

y fisiologicas para la identificacion de especies del género Malassezia, este estudio ha
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logrado tomar conocimiento, por primera vez, sobre las especies responsables de la
PV en Paraguay, como asi también, sobre las caracteristicas de la poblacion con esta

patologia.

Este estudio es el primer aporte al conocimiento de la epidemiologia de la PV en
Paraguay y, por otro lado, la metodologia implementada podra servir de referencia
para la extension de este estudio a otras dermatosis asociadas a este género, como
asi también, para la detecciébn e identificacibn en los casos de malasseziosis

sistémicas.
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IX. CONCLUSIONES

. La deteccion e identificacion de Malassezia puede realizarse en un laboratorio
asistencial con buen rendimiento y capacidad de identificacion de las especies mas
frecuentes.

. La epidemiologia de la PV en Paraguay semeja a los estudios sudamericanos con
clima semejante, no hace distincion de sexo y se presenta predominantemente con la
forma clinica hipocromica.

. Los resultados encontrados confirman la variacion geografica de la epidemiologia de la
PV, observandose similitudes con estudios realizados en la region.

. Las especies mundialmente consideradas como mas frecuentes también se presentan
en los pacientes paraguayos pero con ciertas particularidades, como ser, la relacién de
M. globosa con el sexo masculino y de M. sympodialis con las lesiones hipercrémicas
y el sexo femenino.

. M. globosa confirma ser la principal responsable de la PV tal como lo teorizan diversas
publicaciones.

. La amplitud del rango de edades y la recurrencia de esta micosis también se manifesté
en este estudio acentuando la importancia de su diagndstico diferencial de otras
dermatosis.

. Considerando que actualmente se conocen variaciones en la sensibilidad in vitro de
las diferentes especies de Malassezia a los escasos agentes antifingicos de uso
clinico, el porcentaje de recurrencia y las asociaciones de especies observadas en

este estudio enfatizan la importancia de la identificacion del agente causal de la PV.
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ANEXO |

Estudios epidemiolégicos de Pitiriasis versicolor

Autor

N° Pacientes o
Afo Cultivos(+) | M. symlg\:)/lédial fu'\ffu M. M. M. M M. Asociaciones
Ciudad N° Aislados g o(t;osa is . sloc;/fflae ob(t)/usa resg/rlcta paqwd;rmatls derr;/wauS de esop/)eues
Bibliografia Método/Medio ° % % ? ’ 0 0 0 0
Crespo 75 84 38,7 6,7 2,7 M.glob+M.symp=25,3
1999 75 M.glob+M.sloff = 6,7
Espafia 99
108 Cultivo mDa
Nakabayashi 22 55 9 5 5
2000
Japon
61 Cultivo mDa
Crespo 96 97 32 7 M.glob+M.symp=28
2000 93 M.glob+M.sloff = 7
Espaina 131
110 Cultivo mDa
Gupta 111 25 59 11 4 1
2001
Canada
80 Cultivo LN
Aspiroz 79 90 41 1 M.glob+M.symp= 30
2002 M.glob+M.sloff =1,3
Espana 104
117 Cultivo LN
Dutta 427 M.glob+M.symp= 5
2002 250 64 5 34 M.glob+M. furfur=4
India
123 Cultivo mDa
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Autor

N° Pacientes

A0 Cultivos(+) M. M. o M. M._ M. M_. _ M. _ M. _ Asociacio_nes
Ciudad N° Aislados glo(l;)osa sympodialis | furfur | slooffiae obtusa restricta | paquidermatis dermatis de especies
P~ . . ) % % % % % % % %
Bibliografia Método/Medio
Hernandez 11 64 36 18 18 M.glob+M.symp =9
2003 11 M. furfur+M.restr=9
Méjico 15 47 27 13 13 ?Qggt'r?cti;“ﬂ'éymp”’"
122 Cultivo mDa
Giusiano 48 55 18 27 8
2004 48
Argentina
120 Cultivo mDa
Tarazooie 94
2004 75 53,3 9,3 25,3 4 8,1
Irdn
73 Cultivo Da
Kindo 70 40 58 2
2004 48
India
105 Cultivo mDa
Razalakolona | 65 2,4 70,7 26,8
2004
Madagascar
124
Salah 100 65 9 23 1 2 M.glob+M.furfur=13
2005 82 M.glob+M.symp=5
Tunez
72 Cultivo mDa
Sosa 121 48 30 22 4
2005
Argentina. 126
111 mDa/
PCR - REA
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Autor

N° Pacientes

Afio Cultivos(+) M. M. M. M. M. M. Mo M. Asociaciones
Ciudad N° Aislados glo(l;)osa sympoodlalls fugfur slocgfflae ob[t)usa resgrlcta paqwdoermatls derTatls de esopeues
Bibliografia | Método/Medio | i i i " S % & %

De Quinzada* | 150 6,0 6,7 47,3 8,0 0,7 M. furf+M.slooff= 2,7
2006 108 9 11 65 12 1 M. furfur+M.symp=2
Panama ) M. furf+M.glob =0,7
123 Cultivo mDa

Miranda 95 2 11,4 77,8 8,3

2006

Brasil

118 Cultivo mDa

Crespo 100 97 34 2 3 1

2006

Espana

64 Cultivo mDa

Gaitanis 76 77 13 5 3 2

2006 71 Cultivo

Grecia mDa/

74 PCR - SSCP

Prohic 90 63 14 10 4 8

2007 90

BosniaHerzego

71 Cultivo mDa

Krisanty 98

2009 91 13,3 27,5 43 7,7 7,7 2,2

Indonesia

113 Cultivo LN

Karakas 97

2009 44 48 36 16

Turquia

103 Cultivo mDa
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ﬁr:(t)or gu::iavccl)es?_:s M. M. o M. M._ M. M_. _ M. _ M. _ Asociacio_nes
Ciudad N° Aislados glo(t))osa sympodialis | furfur | slooffiae obtusa restricta | paquidermatis dermatis de especies
- . ) % % % % % % % %
Bibliografia Método/Medio
Rasi 166 31,3 20,5 3,6 7,2 7,2
2009 116 45 29 5 10 10
Irdn
127 Cultivo mDa
Tango 179 40,7 53 7,8 3,4 5,6 3,4 M.glob+M.symp =
2009 10,6
Bolivia 204 M. furfur+ M.symp=
79 Cultivo mDa L7
Shohoki 69 48 8 41 2
2009 61
Irdn
130 Cultivo LN
Giusiano 218 M.glob+M.symp=2,3
2010 M.glob+M.furfur=1,8
Argentina 239 37,2 37,7 21,3 1,7 1,3 0,4 04 | Mfurf+Msymp=138
63 Cultivo mDa/
PCR - RFLP
Chaudary** 90
2010 87 57,5 17,2 6,9 6,9 3,4
India
107 Cultivo mDa
Framil 96 11,4 16,7 12,5 2,1
2010 41 26,8 39,0 29,3 4,9
Brasil Cultivo mDa/
78 PCR — RFLP
Petry 87
2011 66 22,7 30 25,7 1,5 7,6 12,1
Brasil
77 Cultivo mDa
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Autor

N° Pacientes

Afio Cultivos(+) M. M. o M. M._ M. M: _ M. _ M. _ Asociacio_nes
Ciudad N° Aislados glo?osa sympodialis | furfur | slooffiae | obtusa | restricta | paquidermatis dermatis de especies
- ) % % % % % % % %

Bibliografia Método/Medio

Ramadan 219 M.glob+M.symp=2

2012 _ 200 40 51 7 1 1 M.glob+M.furfur=1

%gentma Cultivo/Medio M.furf +M.symp=1

Cromogénico

Afshar 116

2012 100 54 6 32 2 6

'1%‘2 Cultivo LN

Shah 114

2013 70 48,6 34,3

India Cultivo/SDa+

104 Oliva, mDA

Romano 74 M.globosa+M.sym =21,9

2013 73 60,3 46,6 13,7 0,4 15,1 M.globosa+ M.restr = 4,1

Italia 102 43,1 33,3 9,8 2,9 10,7 M.symp+ M.furfur = 4,1

128 Cultivo mDa M.symp+ M.restnc_;ta_— 2,7
M.symp+ M.slooffiae= 2,7
M.globosa+ M.furfur = 1,4
M.sym+M.rest+M.fur =1,4

Talaee 112

2014 100 66 3 26 2 3

Irdn Cultivo mDa/

106 PCR - RFLP

Sharma 262

2016 185 12,4 2,7 77,3 3,7 2,7

India

130

* No pudo ser identificado 8,7%

** No pudo ser identificado 8% de los aislados
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ANEXO I

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de especies de Malassezia

Caracteristicas M. M. M. M. M. M M.
furfur sympodialis | pachydermatis globosa slooffiae restricta obtusa
Morfologia de la Lisa, friable, |Plana, lisa Lisa, suave, Rugosa, fragil |Plegada, fina, |Lisa, de dura Lisa, plana,
colonia suave. brillante, friable, convexa. fragil. a fragil. adhesiva.
suave.
Color de la colonia |Crema Cremaaante |Crema Crema a ante |Crema a ante Crema Crema
Forma y tamafio Elongado, Ovoide, Cilindrica, Esférica, Cilindrica, Esfeérica, oval, Cilindrica4-6um.
de la célula oval a globosa,2,5- |2,5-4um 6-8 um 1,5-35 2-4um
esférica, 5umen en longitud en diametro. [umen
6um. longitud longitud.
Patron Base ancha Brotacion Base ancha de |Base estrecha |Base anchade |Base estrecha de Base ancha de
de brotacion de brotacion |simpodial brotacion, de brotacion | brotacion brotacién brotacién
cicatriz
marcada

Reaccion de la + + Y + + - +
catalasa

Reaccion de la + + + + + + +
ureasa

Temperatura 40-41 40-41 40-41 38 40-41 38 38
maxima de

crecimiento

Crecimiento a 37°C Bueno Bueno Bueno Pobre Bueno Pobre Pobre

Uso como fuente

lipidica
Tween 20 + - + - + - R
Tween 40060 + + + - + - -
Tween 80 + + + - - - -
Hidrolisis de la - + Y - - - +
esculina

Aclaracién: +, positivo; -, negativo; v, variable

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

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas de las especies de Malassezia.

Especies de Crecimiento Crecimiento en Catalasa Asimilacion de
Malassezia en Sabouraud Dixon a
a32°C 32°C  37°C 40°C Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80

M. yamatoensis _ + + _ + + + + +
M. dermatis _ + + + + + + + +
M. sympodialis _ + + + + _ + + +
M. furfur _ + + + + + + + +
M. nana _ + + +/- + +/- + + +
M. slooffiae _ + + + + to+ + + _
M. japonica _ + + _ + _ * + _
M. globosa _ + to- _ + _ _ _ _
M. obtusa _ + to+ _ + _ _ _ _
M. restricta _ + + _ _ _ _ _ _
M. pachydermatis + + + + to+ _ + + +
+ = positivo; - = negativo, + = positivo débil Datos tomados de las referencias: (Guého et al., 1996; Guillot et al.,

1996).
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Anexo I

Tabla 3. Caracteristicas de especies de Malassezia en CHROMAgar

descritas por Kaneko y cols.

Especies de N° cepas Tamanfo Color Aspecto Precipita-
Mala- Analizadas en en en do
ssezia en Chromagar | Chromagar | Chromagar

identificadas por | Chromagar (100%) (100%) (100%)
PCR
. pachydermatis 43 Grande Rosa claro Liso + (100%)
. sympodialis 84 Grande Rosa claro Liso + (100%)
. globosa 14 Pequefio Parpura Liso + (100%)
. dermatis 5 Grande Rosa claro Liso + (100%)
a Pdrpura
. furfur 41 Grande Rosa claro Rugoso - (97.6%)
. slooffiae 108 Pequefio Rosa claro Liso - (100%)
. Obtusa 4 Mediano Rosa Aspero - (100%)
. restricta 71 Pequefio Rosa Liso - (100%)
. japonica 2 Grande Rosa Liso - (100%)
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ANEXO Il

Especies de Malassezia causantes de pitiriasis versicolor en Paraguay

NOMBRE Y APELLIDO :

Sexo : F|:| M |:| Edad : afios Fecha:

Procedencia : Teléfono

Consulta: Catedra de Dermatologia del Hospital de Clinicas[_] Dermatélogo

ORIO:... ettt ettt ettt r e aeneeree Dermatoblogo......ccocceceeecece e

Localizacion de la lesion

Térax [] Abdomen [_] Cara [_] Cuello [ ] Espalda [_] Brazos [_]

Otra localizacion

Presencia de Escamas Si[ ] Abundante[ ] Moderada [_] Escasa [_] No[_]
Forma clinica de presentacion  Hipocrémica |:| Hipercromica |:| Eritematosa |:|
TiempPo de VOIUCION  ....ccuevereresenerveseesssersssssassssasnnes Recidivante Si[ | Episodion? ... No[ ]

Enfermedad de base  Diabetes[ |  Corticoterapia [ | Desnutricién [ ] Otra

Tratamiento previo Si |:| No |:|
Antimicéticos [_] Antibidticos [_] Corticoides |:| Especifique

Sintomas Prurito Si |:| No |:| (0] 4o TR

Examen microscépico: Elementos levaduriformes: Hifas:

Cultivo: Desarrollo en dias

Macromorfologia  EN mMedio DIXON: ...cccuiirieiiie ettt ste e evtse et s sessr s s sse st srsnsessss e es een

EN CRIOMAEZAr & oottt st st st et st ste st saesbesae e easssensssenantes

MICTOMOITOIOZIA ettt ettt ettt e et s st ebe et e s aesbes s sas et st nnsaetsessanas
Resultados de las pruebas: Crecimiento en agar Sabouraud:
Catalasa( ) Esculina ( ) Tween 20( ) Tween 40( ) Tween 60( ) Tween 80( )

Cremophor EI ( ) Desarrolloa372C( ) Desarrollo a 40eC( ) Precipitado en Chromagar ( )

Identificacion: ..o
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ANEXO IV

Medio de Dixon modificado

Extracto de malta ..........cooooiiiiiii 3649

Peptona 10g

Bilisde buey 20g

TWeen 40 s 10 ml
Glicerol e 2ml
ACidO OlEICO ot 29
CloranfeniCol o 059
Cicloheximida .o s 0,59
Agua desmineralizada ............cooeiiiiiiii i 11
Ajustar el pH a 6,0-6,5 y luego afadir

Al e 15¢g

Se disuelve el agar y se esteriliza en autoclave a 115 °C durante 15 min.

Medio CHROMagarMalassezia-tween

CHROMagar Malassezia en polvo  ..........ccceoiiiiiinennnn. 56,39
Tween 40 10 ml
Agua destilada ., 1000 ml

Se mezcla los componentes y se calienta cuidadosamente hasta
disolucion total. No se hierve.

Medio para la conservacion de cepas

Medio skin milk 10 grs
Glicerol 10 ml
Agua destilada c.s.p 100 ml

Se fracciona de 1 a 1,5 ml del medio en criotubos y se autoclava a 121°
durante 12 min, sin prolongar el tiempo de autoclavado a fin de evitar

caramelizacion. Se conserva a 4° C.

82




