Invest Clin 50(2): 145 - 152, 2009

Aislamiento e identificacion de especies

del género Malassezia en piel sana de nifnos
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Resumen. El género Malassezia comprende un grupo de levaduras lipofi-
licas, integrantes de la microbiota normal de la piel del hombre y de anima-
les. Se estudio la presencia de especies de Malassesia en piel sana de nifios,
que asistian a multihogares de cuidado diario de la ciudad de Maracaibo, esta-
do Zulia, Venezuela. La evaluacién antropométrica permitié el diagnostico de
nifos desnutridos (n = 48) y eutréficos (n = 40). Estos nifios, entre 1y 6
anios de edad, que no presentaban lesiones en la piel, se seleccionaron para el
estudio. Las muestras de la piel se tomaron de distintas regiones anatomicas.
Se empled el método de la impronta con cinta plastica transparente. Se reali-
z6 un examen directo con azul de metileno (0,25%) y se cultivé en el medio
Dixon con antibiético. La identificacion de los aislados se hizo segiin la meto-
dologia clasica. Los resultados indican que los nifios desnutridos y eutroéficos
presentaron una colonizacion por Malassesia en un elevado porcentaje (66,6%
y 65,0%, respectivamente). Se observé en los desnutridos un predominio signi-
ficativo de M. furfur (77,0%). Esta especie se aislé en todas las localizaciones,
tanto en los desnutridos como en los eutréficos, mientras que M. slooffiae pre-
dominé en la espalda en los eutréficos. Por otra parte, se observé en los des-
nutridos un predominio significativo de M. furfur en el sexo masculino y en los
eutréficos en el femenino. Esta investigacion demostré el predominio de M.
Sfurfur en piel sana de ninos desnutridos y eutréficos.
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Isolation and identification of Malassezia species isolated of
healthy skin of malnourished and eutrophic children attended in

day care centers in Venezuela.
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Abstract. The Malassesia genus contains a group of lipophilic yeasts that
form part of the normal microbiota of human and animals skins. The presence
of Malassesia species was studied on healthy skin in children, who attended
day care centers, located in Maracaibo, Zulia state, Venezuela. Children with-
out skin lesions that were anthropometrically classified as malnourished (48)
and eutrophics (40), were studied. Samples were taken from different ana-
tomic regions with a transparent plastic tape. The direct examination was
done using blue methylene (0.25%) and then, samples were cultivated
in Dixon medium with antibiotic. The identification of the isolated yeasts was
done by classical methodology. The results obtained indicate that malnour-
ished and eutrophics children were positive to Malassesia in relatively high
prevalences (66.6% and 65.0% respectively). It is worthy of notice that M.
Sfurfur was predominantly present in malnourished children (77%). It was iso-
lated from all the anatomic locations in both groups of children. M. slooffiae
was mainly located in the back of the eutrophic children. M. furfur was iso-
lated preferently in malnourished male children, while in the eutrophic chil-
dren, it was observed in females. It was demonstrated that M. furfur was pre-
dominantly present in the healthy skin of malnourished and eutrophic chil-

dren.

Recibido: 16-11-2007. Aceptado: 02-08-2008.

INTRODUCCION

La colonizacién de la piel sana por es-
pecies de Malassesia comienza durante las
primeras semanas de vida, alcanzado niveles
del 30% al cabo de un mes (1). En ninos
menores de 10 anos esta colonizacion es
baja, pero durante la edad prepuberal y pu-
beral, la colonizacion es mayor, debido al
aumento de actividad de las glandulas seba-
ceas. Se ha sugerido un descenso en la colo-
nizacién por estas levaduras a medida que
se incrementa la edad; sin embargo, Gupta
y col. (2), observaron el mayor nimero de

aislamientos en el grupo de edad mayor de
60 anos.

Se estima que Malassesia spp puede
aislarse del 90% de la piel de individuos sa-
nos; la colonizacion de estas levaduras pare-
ce estar influenciada por factores raciales,
sexuales y cambios estacionales, siendo mas
aislada en épocas cdlidas y himedas. Es po-
sible que factores climaticos juegan un pa-
pel importante en las especies de Malasse-
zia presentes en la piel sana, por ejemplo:
M. sympodialis es mas coman en climas
frios y M. globosa en climas célidos con lo-
calizacion tropical (2).
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En individuos sanos, las especies de
Malassesia varian de acuerdo a la region
corporal. Del tronco se ha aislado M.
sympodialis, M. furfur y M. slooffiae, en el
cuero cabelludo ademds de las especies
mencionadas también se ha aislado M. res-
tricta (2, 3), en conducto auditivo externo
M. restricta, M. globosa y M. sympodialis,
evidencidndose una alta diversidad de espe-
cies en individuos sanos (4). La prevalencia
de las especies de Malassesia también pare-
ce estar relacionada con la edad. Se ha se-
nalado que M. furfur y M. globosa son espe-
cies frecuentemente aisladas en nifios y
adolescentes, mientras que M. sympodialis
es la mas comiin en adultos sanos (2).

Las especies de Malassesia, a excep-
cién de M. pachydermatis, son lipido-depen-
diente por lo cual requieren de acidos gra-
sos de cadenas largas para el crecimiento.
La presencia de determinados tipos de aci-
dos grasos libres y triglicéridos en la piel
del hombre promueve el desarrollo de Ma-
lassesia (5). La utilizacion de esos lipidos
hace que la presencia de estas levaduras sea
mayor en aquellas zonas con abundancia de
glandulas sebiceas como espalda, pecho y
cuero cabelludo. La dependencia de Malas-
segia a una fuente externa de acidos grasos
se¢ atribuye a la incapacidad de sintetizar
acidos grasos saturados entre 12 y 14 ato-
mos de carbono de longitud como el acido
miristico. Estos acidos grasos son indispen-
sables para la formacion de estructuras
morfoldgicas de estas levaduras (6).

En ninos desnutridos la carencia de
acidos grasos en la piel ocasiona una piel
seca, escamosa, delgada e inelastica seme-
jante a la piel de los ancianos, por lo cual es
importante realizar estudios que permitan
establecer la prevalencia de las especies de
Mualassesia en la piel de nifios desnutridos.

El propésito de este trabajo fue la ca-
racterizacion morfolégica y fisiologica de
las especies de Malassegia aisladas en la
piel sana de ninos desnutridos y cutroficos,

asistentes a hogares de cuidado diario de
dos parroquias de la ciudad de Maracaibo,
estado Zulia, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio analitico, trans-
versal, no experimental, en el cual se selec-
cionaron, de acuerdo a criterios de inclu-
sion clinicos y antropométricos, 88 nifos
de ambos sexos y condiciones socioecono-
micas comparables, pertenecientes a fami-
lias de bajos ingresos (estrato IV y V) segin
método de Graffar modificado. Dichos ni-
fos asistian a diferentes hogares de cuidado
diario, centros de atencion integral en nu-
tricion, salud, cuidado y socializacion para
hijos de madres trabajadoras, financiado
por el Gobierno Regional.

Poblacion

Estuvo conformada por 88 ninos, 56
del sexo masculino y 32 del femenino, sin
lesiones en la piel, con edades comprendi-
das entre 1 a 6 anos, de los multihogares de
la parroquias Antonio Borjas Romero y Ve-
nancio Pulgar de la ciudad de Maracaibo,
estado Zulia, Venezuela, a quienes se les
realiz6 una evaluacién antropométrica, la
cual permitié diagnosticar a 48 ninos des-
nutridos y 40 eutréficos.

Evaluacion antropométrica

Se llevé a cabo utilizando las variables
edad, sexo, talla y peso, las cuales al ser re-
lacionadas entre si permitieron obtener los
indicadores corporales tradicionales: peso
para la talla (P/T) y talla para la edad
(T/E). Para la estimacion del déficit nutri-
cional se analizaron los resultados de talla
por edad (desnutricién crénica) y peso por
talla (desnutricion aguda) expresadas por
Score Z (<-2 para ninos desnutridos y >-2
para los eutroéficos) (7). Se realiz6 la eva-
luacién clinica con el objetivo de excluir
aquellos que pudieran presentar lesiones de
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piel. Previo consentimiento de los padres y
de la Coordinacion de los hogares de cuida-
do diario, bajo los lineamientos estableci-
dos en el tratado de Vancouver, se procedi6
a la obtencion de las muestras.

Recoleccion y procesamiento
de las muestras

Las muestras de la piel de los nifios, se
tomaron de cuero cabelludo, pabellén auri-
cular, pecho y espalda. Se utiliz6 el método
de la impronta con cinta plastica transpa-
rente. De cada regiéon anatomica se obtuvo
dos muestras, una se extendio sobre una la-
mina portaobjeto con unas gotas de azul de
metileno al 0,25% y se observo al microsco-
pio con la finalidad de apreciar las estructu-
ras morfologicas caracteristicas de Malasse-
zia (blastoconidias, de forma y tamano va-
riable).

Para el cultivo, las muestras se coloca-
ron en placas de petri con el medio Dixon
Agar con cloranfenicol e incubaron a 32°C
por 14 dias. Las colonias compatibles con
Malassegia spp se subcultivaron en Dixon
Agar con cloranfenicol para identificar las
diferentes especies.

Identificacion de los aislados

Se realiz6 siguiendo la metodologia
para la identificacién de especies descritas
por Gueho y col. (8), el test de difusién en
tween propuesto por Guillot y col. (9) y la
prueba de la catalasa.

El estudio macro y micro morfol6gico
se realizé6 con base en la consistencia, as-
pecto, color de las colonias y la forma y ta-
maiio de las blastoconidias.

Para el test de difusién en tween, se
utilizé6 una placa de petri con el medio Sa-
bouraud Dextrosa Agar previamente licuado
en el cual se colocé una suspension de la
colonia a identificar. Luego que se solidifi-
¢6 se hicieron orificios de 3 mm, con un sa-
cabocado y se coloco con la ayuda de una
micropipeta automatica, 5 ul. de los tween

20, 40, 60 y 80. Se incub6 en estufa a 32°C
por 7 dias. Se ley6é como positiva la forma-
cién de un halo de opacidad alrededor de
los diferentes tween. La prueba de la catala-
sa se realiz6 mediante la técnica tradicio-
nal.

Anailisis estadistico

Los resultados se presentaron como
frecuencias absolutas y relativas. Para iden-
tificar las diferencias estadisticas en las va-
riables estudiadas se practicaron el andlisis
porcentual y la prueba del Chi cuadrado. Se
tomo6 el 95% como indice de confiabilidad
estadistica (p < 0,05).

RESULTADOS

De un total de 88 ninos estudiados, 58
(65,9%) fueron positivos a Malassesia. De
los 48 nifos desnutridos, 32 fueron positi-
vos con un 66,6% y de los 40 eutréficos, 26,
con un 65,0%.

La Tabla I muestra la distribucion de
la colonizacion del sitio anatéomico de
acuerdo a la condiciéon nutricional. Tanto
en los desnutridos como en los eutréficos
predominaron dos o mas sitios de coloniza-
¢ion, con un 65,6% y 77%, respectivamente.

La Tabla II presenta la distribucion de
los aislados de las especies de Malassegia
seguin los grupos estudiados. M. furfur pre-
sent6 un predominio tanto en los desnutri-
dos (77,0%) como en los eutréficos
(65,0%), mientras que M. slooffiae se pre-
sentd en un mayor porcentaje (16,7%) en
los eutréficos que en los desnutridos
(5,4%). Solo se observo un aislado de M.glo-
bosa, en los eutroficos.

La Tabla III muestra la distribucion de
los aislados de Malasseszia segiin el sexo y la
condicion nutricional. M. furfur predominé
en el sexo masculino en los desnutridos
(49,0%) y en el femenino en los eutréficos
(21,8%). M. slooffiae también se observo
con mayor frecuencia en el sexo masculino
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TABLA I
COLONIZACION DE Malassezia EN PIEL SANA DE NINOS DESNUTRIDOS Y EUTROFICOS
DE LOS MULTIHOGARES DE CUIDADO DIARIO DE LAS PARROQUIAS ANTONIO BORJAS ROMERO
Y VENANCIO PULGAR DE LA CIUDAD DE MARACAIBO, VENEZUELA

Condicion Cantidad de sitios anatémicos colonizados Total
nutricional n (%)
Uno Dos Tres Todos n (%)
Desnutridos 11 (34,74) 8 (25,0) 5 (15,6) 8 (25,0) 32 (55,2)
Eutroficos 6 (23,0) 8 (30,8) 8 (39,8) 4 (15,4) 26 (44,8)
Total 17 (29,3) 16 (27,6) 13 (22,4) 12 (20,7) 58 (100)

p = 0,224, El analisis porcentual corresponde a los totales expresados en la tltima columna.

TABLA 11
AISLADOS DE ESPECIES DE Malassezia EN PIEL SANA DE NINOS DESNUTRIDOS Y EUTROFICOS
DE LOS MULTIHOGARES DE CUIDADO DIARIO DE LAS PARROQUIAS ANTONIO BORJAS ROMERO
Y VENANCIO PULGAR DE LA CIUDAD DE MARACAIBO, VENEZUELA

Aislados de Condicién nutricional Total

cspecies (_16 Desnutridos Eutréficos

Malassezia

n % n % n %

M. furfur® 57 77,0 39 65,0 96 71,6
M. slooffiae 4 4 10 16,7 14 10,4
M. globosa - - 1 6,0 1 0,8
Malassesia sp 13 17,6 10 16,7 23 17,2
Total 74 100 60 100 134 100

*p = 0,01. El analisis porcentual corresponde a los totales expresados en la tltima fila.

TABLA III
DISTRIBUCION SEGN SEXO Y CONDICION NUTRICIONAL DE LOS AISLADOS DE Malassesia
EN PIEL SANA DE NINOS DE LOS MULTIHOGARES DE CUIDADO DIARIO DE LAS PARROQUIAS
ANTONIO BORJAS ROMERO Y VENANCIO PULGAR DE LA CIUDAD DE MARACAIBO, VENEZUELA

Sexo Condicién Especies de Malassesia Total
nutricional M. furfur M. slooffiae M. globosa M. sp
n % n % n % n % n %
D* 47 49,0 2 14,3 9 39,1 58 43,3
Masculino
E 18 18,8 7 50,0 4 17,4 29 21,7
D* 10 10,4 2 14,3 4 17,4 16 11,9
Femenino
E** 21 21,8 3 214 1 100 6 26,1 31 23,1
Total 96 100 14 100 1 100 23 100 134 100
D: Desnutrido. E: Eutréfico. * p= 0,014. ** p=0,048. El andlisis porcentual corresponde a los totales ex-

presados en la dltima fila.
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en los desnutridos (14,3%) y en el femenino
en los eutroficos (21,4%). El dnico aislado
de M. globosa se presentd en una nifa eu-
trofica.

La Tabla IV presenta los aislados de las
especies de Malassesia distribuidos segiin
la condiciéon nutricional y la localizacion
anatomica de la colonizacién. En los desnu-
tridos M. furfur se aislé en todas las locali-
zaciones en un porcentaje mayor que en los
eutroficos. M. slooffiae predominé (12,5%)
en la espalda, en los eutréficos.

DISCUSION

En esta investigacion se estudiaron 48
ninos desnutridos y 40 ecutréficos, de los
cuales 32 (66,6%) vy 26 (65,0%) respectiva-
mente, fueron positivos para Malassesia,
coincidiendo con los resultados obtenidos
por Bergbrant y Broberg (10) quienes re-
portan un alto porcentaje de Malassegia
(87%) en la piel de nifios sanos y difieren de

Gupta y col. (2) quienes senalan un 36,3%
de positividad en individuos entre 0 a 14
afios de edad, con una cantidad de aisla-
miento baja al compararla con otros grupos
de edad. En esta investigacion no hubo dife-
rencia significativa entre la presencia o au-
sencia de Malassesia entre desnutridos y
eutréficos; sin embargo, 58 (65,9%) de los
nifnos estaban colonizados. La malnutricion
proteica energética, es causa de inmunode-
ficiencia en los nifos desnutridos, lo cual
conlleva a una alta prevalencia de infeccio-
nes bacterianas, parasitarias y micéticas
(11).

Al evaluar la prevalencia de Malassesia
en los nifios, se observé que M. furfur tfue la
especie con mayor nimero de aislamientos
(71,6%), predominando en los nifios desnu-
tridos, seguida de M. slooffiae (10,4%); en
el 17,2% de los casos no se logré identificar
la especie. Estos resultados son similares a
los reportados en otras investigaciones (2,
12-14), donde M. furfur fue la especie mas

TABLA IV
DISTRIBUCION SEGUN LOCALIZACION ANATOMICA Y CONDICION NUTRICIONAL
DE LOS AISLADOS DE Malassesia EN PIEL SANA DE NINOS DE LOS MULTIHOGARES DE CUIDADO
DIARIO DE LAS PARROQUIAS BORJAS ROMERO Y VENANCIO PULGAR DE LA CIUDAD
DE MARACAIBO, VENEZUELA

Especies de  Condicion Localizacion anatomica Total
Malassezia  nutricional ca PA PR ESP
n % n % n % n % n %
D 13 50,0 14 452 13 352 17 42,5 57 425
M. furfur®
E 7 27,0 11 354 11 297 10 250 39 291
D 3 9,7 - - 1 2,50 4 3,0
M. slooffiae
E 2 7,7 3 8,1 5 12,5 10 7,66
M. globosa
E 1 3,8 1 0,7
2 7,7 3 9,7 5 13,5 3 7,5 13 9,7
M. sp
E 1 3,8 5 13,5 10,7 10 7,5
Total 26 100 31 100 37 100 40 100 134 100

CC: Cuero cabelludo. PA: Pabellén auricular.

PE: Pecho.

ESP: Espalda. D: Desnutridos. E: Eutroéficos.

* p < 0,01. El andlisis porcentual corresponde a los totales expresados en la tltima fila.
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frecuente. Sin embargo difieren de los obte-
nidos por Hernandez y col. (4), en México,
donde M. restricta fue la mas frecuente
(47,6%), seguida de M. globosa (23,8%) en
piel sana; Crespo y col. (3), en Espana aisla-
ron a M. sympodialis con un 91.7% y M. res-
tricta con un 63,9%. Se ha seiialado que los
factores climatolégicos podrian tener un
papel importante en la especie de Malasse-
sia presente en la piel sana; en este sentido,
se ha observado que M. sympodialis es mas
frecuente en climas subtropicales mientras
que M. furfur y M. globosa en climas tropi-
cales (2).

Al relacionar la prevalencia de las espe-
cies de Malassesgia segiin el sexo de la po-
blacién estudiada, se observé que M. furfur
predominé significativamente en el sexo
masculino (p = 0,014) en los desnutridos y
en ¢l sexo femenino en los eutréficos (p =
0,048). Resultados similares en relacion al
sexo masculino y femenino han sido repor-
tados (13). En contraste, otro estudio (12)
observd que no existia diferencia significati-
va entre el sexo masculino y el femenino, en
la colonizacion de la piel sana por especies
del género Malassesia.

En la distribucién de las especies de
Malassesia aisladas de las diferentes areas
del cuerpo no hubo diferencia significativa.
Sin embargo, se observé un leve predominio
de M. furfur en espalda. Resultados que
coinciden con los reportados por Gupta y
col. (2), quienes sefalan a la espalda como
el sitio anatémico mds frecuente para M.
Sfurfur y M. globosa. La presencia de las dife-
rentes especies de Malassezia parece estar
influenciada por cambios estacidnales, en
este sentido la mayoria de los aislamientos
aparecen en épocas calidas y hiimedas (15).
Se ha reportado a M. globosa como agente
predominante en pitiriasis versicolor en zo-
nas de clima templado (16). En la superfi-
cie de la piel existen una amplia gama de
sustancias liposolubles, las cuales se elimi-
nan por ¢l sudor y las elevadas temperatu-

ras y la humedad incrementan el material
sebdceo excretado, aproximadamente 3 ve-
ces mas de la cantidad normal (12, 17), lo
cual hace que la colonizacién de estas leva-
duras sea mayor. El clima calido y himedo
en la region zuliana, ademas de la ausencia
de sistemas de climatizacion en las habita-
ciones donde se encontraban los ninos estu-
diados, podria haber influido en la coloniza-
cién por Malassesia.

Los resultados obtenidos en este estu-
dio demuestran un predominio de M. furfur
en la piel sana de los nifios desnutridos y
eutréficos evaluados. El andlisis discrimi-
nante confirmé que la tinica variable rela-
cionada con ¢l estado nutricional es la espe-
cie de Malassegia aislada. Es necesario con-
tinuar realizando investigaciones en piel
sana y enferma de otros grupos de indivi-
duos que permitan establecer cuales son las
especies de Malassesia predominantes en
un clima tropical como ¢l de Venezuela y
evaluar ¢l potencial patégeno de las mis-
mas.
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