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RESUMEN

Antecedentes: La dermatitis seborreica (DS) es considerada la segunda dermatosis mas frecuentemente
asociada al género Malassezia, pero poco es el conocimiento que se tiene sobre la epidemiologia de esta
asociacion.
Objetivos: Conocer la prevalencia de las especies de Malassezia asociadas a DS y analizar su distribucién
seglin la localizacién de las lesiones.
Meétodos: Se estudiaron 226 muestras de piel de pacientes con lesiones compatibles con DS. Edad, sexo y
sitio anatémico de las lesiones fueron registrados. Las cepas fueron identificadas por PCR-RFLP.
Resultados: Se obtuvieron 131 cultivos positivos, de los cuales se aislaron 141 cepas, ya que en 10 cultivos
se detect6 asociacion de 2 especies. Malasezzia globosa (43,3%) fue la especie mas frecuente, seguida por
Malasezzia furfur (20,6%), Malasezzia sympodialis (17%) y Malasezzia restricta (16,3%). Se obtuvieron 3
aislamientos de Malasezzia slooffiae (2,1%) y uno de Malasezzia pachydermatis (0,7%). M. globosa presentd
relacién significativa (p<0,05) con cuero cabelludo y Malasezzia restricta se aisl6 solo en zonas de la
cabeza.
Conclusiones: Nuestros resultados muestran a M. globosa como la especie mas relacionada con DS. La
prevalencia de las otras especies es diferente a la informada por otros autores. Solo M. globosa y M.
restricta presentaron un patrén de relacién con la localizacion de la lesion. Es destacable el aislamiento
de M. pachydermatis por ser primariamente zoofilica. La ecologia del género Malassezia y el rol patogénico
de sus especies se encuentran todavia en estudio. Este trabajo es una contribucién a este conocimiento.
© 2012 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos
reservados.

Prevalence of Malassezia species associated with seborrheic dermatitis lesions
in patients in Argentina

ABSTRACT

Background: Seborrheic dermatitis (SD) is considered the second most frequently dermatosis associated
with the genus Malassezia but little is the knowledge about the epidemiology of this association.

Aims: To determinate the prevalence of Malassezia species associated with SD and to analyse their
distribution according to the location of the lesion on the body.

Methods: This study was performed in Resistencia city, located in a subtropical area in northeast Argen-
tina. In this study, 226 skin samples from patients with lesions compatible with SD were studied. Age,
gender and body sites lesion were recorded. Strains were identified by PCR-RFLP.

Results: One hundred and thirty-one positive cultures were obtained. Association of 2 spe-
cies was detected in 10 cases; therefore, 141 strains were isolated. Malasezzia globosa (43.3%)
was the most frequent species isolated, followed by Malasezzia furfur (20.6%), Malasezzia sym-
podialis (17%) and Malasezzia restricta (16.3%). Three isolates of Malasezzia slooffiae (2.1%) and
one of Malasezzia pachydermatis (0.7%) were obtained. Statistical significance (P<0.05) was
found between M. globosa and scalp. Malasezzia restricta was isolated only in head areas.
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Conclusions: This study suggests M. globosa is the most related species to SD. The prevalence of other
species is different from that reported by other authors. Only M. globosa and M. restricta presented a
pattern of relationship with the body sites of the lesions. It is noteworthy is the isolation of the zoophylic
species M. pachydermatis. The Malassezia genus ecology and the pathogenic role of its species are still
under study. This work is a contribution to this knowledge.

© 2012 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Las especies del género Malassezia constituyen un grupo de
levaduras lipofilicas que forman parte de la microbiota normal
de areas corporales con produccién sebacea, tanto de la piel
humana como de otros mamiferos. Bajo la influencia de ciertos
factores, estas pueden intervenir en diversos tipos de desérdenes
dermatolégicos! 141719,

La dermatitis seborreica (DS) es un proceso inflamatorio cré-
nico de la piel que se desarrolla principalmente en areas del cuerpo
donde existe alta actividad de las glandulas sebaceas>%17.

La relacién entre Malassezia y la DS fue sugerida por Sabou-
raud en 1932, pero Malassez en 1874 fue el primero en asociarla
con descamaciones del cuero cabelludo. Numerosas hipétesis tra-
tan de explicar la patogénesis de esta afeccién y su relacién con
estas levaduras. El género Malassezia es considerado importante en
la etiologia de la DS, en base al alto recuento celular en las muestras
clinicas de esta afeccion, la efectividad de los tratamientos antimi-
céticos y la recolonizacién en los casos de recurrencia. Se estima
que la DS es la segunda dermatosis mas frecuentemente asociada a
Malassezia, teniendo esta asociacién mayor incidencia en pacientes
inmunocomprometidos!26.13.17.19.21

En las Gltimas décadas la taxonomia del género Malassezia ha
experimentado grandes cambios hasta su expansion en las 14 espe-
cies hoy conocidas®46-811.15 Hasta el momento poco se sabe sobre
la epidemiologia de su asociacién con la DS, menos atn sobre la
prevalencia de las distintas especies y el rol patogénico de cada
una de ellas. Esta informacion seria valida para la orientacién de las
conductas diagnéstica, profilactica y terapéutica.

El objetivo de este estudio fue conocer la prevalencia de las
especies de Malassezia asociadas a lesiones de DS, y analizar su
distribucién segtn las localizaciones de estas.

Materiales y métodos

Entre marzo de 2010 y marzo de 2011 se estudiaron 226
muestras de piel de pacientes con lesiones compatibles con DS.
Todos los pacientes dieron su consentimiento firmado con los
requerimientos del Comité de Etica institucional.

Todos los pacientes incluidos fueron habitantes de la ciudad de
Resistencia, ubicada en el limite nordeste de Argentina (27°55’S-
58°22’0), en una zona de clima subtropical.

Las muestras se obtuvieron por raspado con bisturi estéril, se
inocularon en medio de Agar Dixon modificado'6 y se incubaron
a 32°C hasta una semana, con controles diarios. Los aislamientos
obtenidos fueron identificados por PCR-RFLP?°,

La extraccién de ADN se realiz6 mediante shock térmico. Para
cada muestra se utilizé un tubo eppendorf que contenia 80 .l
de agua destilada estéril, en el cual se descargd un inéculo de
3 0 4 colonias aisladas de un cultivo fresco. Se homogeneiz6 y
se realiz6 el shock térmico de la siguiente manera: ebullicién
durante 5min (100°C), congelacién a -70°C 10min Yy
ebullicién durante 5 min (100 °C). Luego se centrifugé a 10.000 rpm
durante 5min y el sobrenadante se conservé a -20°C hasta el
momento de su utilizacién. Para la PCR se utilizaron cebadores
genéricos (F: 5’TAACAAGGATTCCCCTAGTA3' y R: 5’ATTACGCCAG-
CATCCTAAGS3’), que amplifican una regioén del gen ribosomal 268,
generando un producto de aproximadamente 580 pb?°.

El amplicén fue sometido a una primera restriccién enzimatica
con la enzima Cfo I (Promega). Cada vez que se observé un patrén
de restriccibn compatible con Malasezzia sympodialis o Malasezzia
dermatis se realizé una segunda restriccién enzimatica con Mbo I
(Fermentas), de acuerdo con las instrucciones del fabricante!?.

Para el estudio de los perfiles de restriccion se utilizaron las
siguientes cepas de referencia: CBS 7886 Malasezzia globosa, CBS
7019 Malasezzia furfur, CBS 7222 M. sympodialis, CBS 9169 M.
dermatis, CBS 9432 Malasezzia japonica, CBS 10533 Malasezzia
pachydermatis, CBS 9725 Malasezzia yamatoensis, CBS 7991 Mala-
sezzia restricta, CBS 7876 Malasezzia obtusa y CBS 7956 Malasezzia
slooffiae.

Tratamiento estadistico de los datos

El test de chi cuadrado (x2) fue usado para encontrar las diferen-
cias en la distribucién de las especies de Malassezia en las variables
sexo, edad y localizacién. Los resultados fueron considerados esta-
disticamente significativos con valor de p < 0,05.

Resultados

De los 226 pacientes se obtuvieron 131 cultivos positivos
(57,9%). Sesenta y nueve de los pacientes eran varones (rango de
edad: 9-80 afios; mediana Z: 35,0), y 62, mujeres (rango de edad:
3-72; mediana Z: 31,5). En la tabla 1 se presenta la distribucién de
estos pacientes discriminados segiin la edad y el sexo.

En 10 de los 131 cultivos positivos se encontraron asociaciones
de 2 especies, obteniéndose, por lo tanto, un total de 141 cepas de
Malassezia. En la tabla 2 se detalla la distribucién de las especies
de Malassezia aisladas segin la localizacién de la lesién: tronco,
cara, cuero cabelludo, y cara y cuero cabelludo cuando se presen-
taron simultineamente en ambos sitios.

Los 10 aislamientos en los que se encontraron especies en aso-
ciacién se distribuyeron de la siguiente manera: 6 M. globosa-M.
restricta, 3 M. globosa-M. sympodialis y un aislamiento con asocia-
cién de M. sympodialis-M. restricta.

M. globosa fue la especie mas frecuente, con 61 (43,3%) aisla-
mientos, seguida por M. furfur, con 29 (20,6%), M. sympodialis, con
24 (17,0%), M. restricta, con 23 (16,3%), y con menor frecuencia se
hallaron 3 aislamientos de M. slooffiae (2,1%) y M. pachydermatis
(0,7%) con un solo aislamiento.

Solo en el caso de M. globosa se obtuvo una asociacién significa-
tiva con la localizacién en cuero cabelludo (p=0,021). M. restricta
fue aislada solamente en zonas de la cabeza, aunque los calculos
estadisticos no arrojaron un valor estadisticamente significativo
para esta relacion.

Discusion

La asociacién de las especies de Malassezia a diversas enfer-
medades ha impulsado el estudio de su ecologia y capacidad
patogénica. En la actualidad no solo se plantea saber cuales son las
especies mds frecuentes, sino también si hay una relacién particular
entre el tipo de desorden dermatolégico y determinadas especies,
y si alguna afecta mas a un sitio anatémico que a otro.
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Tabla 1

Distribucién por edad y sexo de los 131 pacientes con cultivos positivos
Edad n Mediana Varones Mujeres X2, valor p
1-10 5 8 2 3 0,56
11-20 19 17 10 9 0,99
21-30 38 25,5 20 18 0,99
31-40 20 35 11 9 0,82
41-50 15 44 6 9 0,29
51-60 20 55 11 9 0,82
Mas de 60 14 67 9 5 0,35
Total 131 69 62

Si bien se indica mayor incidencia de DS en hombres que en
mujeres, en este estudio no se encontro diferencia estadisticamente
significativa respecto a la distribucién por sexo'. Si, en cambio, se
observé diferencia en relacién con la edad; el mayor niimero de
casos se encontré en el grupo de jévenes y adultos jévenes, con
edades entre los 21-30 afios (mediana Z: 25,5). Esto es coincidente
con lo descrito en la bibliografia, que indica mayor prevalencia en
la etapa de la vida con alta actividad de las glandulas sebaceas y
en el rango de edades de hasta los 40 afios, favorecido también por
situaciones de estrés!-322,

Como consecuencia del conocimiento de la existencia de nue-
vas especies dentro del género Malassezia, en los Gltimos afios se
han realizado diversos estudios para estudiar la distribucién de las
especies en los diferentes sitios anatémicos, asi como también su
relacién con las diferentes afecciones dérmicas con las cuales se las
relaciona. Los resultados que hemos obtenido muestran a M. glo-
bosa como la principal especie relacionada con DS. Esto concuerda
con aseveraciones de Midgley, quien demostré que el 72,5% de los
pacientes con DS tienen anticuerpos anti-M. globosa, en contraposi-
cién con investigaciones sobre pacientes sanos'®. Por otro lado, en
un estudio previo realizado por nuestro grupo, hemos encontrado
en personas sanas un predominio de M. sympodialis y un menor
porcentaje de M. globosa®>.

La frecuencia de especies encontrada en este estudio se corre-
laciona parcialmente con publicaciones similares. Coincidiendo
con nuestros resultados, algunos autores revelan el predominio de
M. globosa®6:10.18.21 ‘pero otros, en cambio, describen a M. restricta
como la mas frecuente>!”22, Por otro lado, encontramos a M.
furfur en segundo lugar, seguida por M. sympodialis. Asi como la
mayoria de los estudios apuntan a M. globosa y M. restricta como
las especies mas estrechamente relacionadas con la DS, seguidas
ambas por M. sympodialis, pocos estudios reportan otras especies
y con diferente prevalencia®10-21,

Estas diferencias podrian deberse, como en otras dermatosis
flingicas, a una variacién en la prevalencia de ciertas especies posi-
blemente relacionada con la distribucién geografica'''2, También
es importante considerar la diferente metodologia de identifica-
cién usada por varios de esos estudios, ya que no todos fueron
realizados por métodos moleculares, considerados actualmente
de vital importancia para un correcto estudio epidemiolégico
de este género con especies con caracteristicas fisiolégicas muy
similares'!.

Si bien en este estudio se aplicé un método molecular, se tra-
baj6é desde la recuperacién de las levaduras del cultivo (cultivo
dependiente), por lo que es interesante destacar la buena recupe-
raciéon de M. restricta, conocida por su labilidad y dificultad para
su aislamiento. Los porcentajes obtenidos suelen verse cuando
se trabaja con metodologia independiente de cultivo. Como las
muestras fueron cultivadas inmediatamente después de la toma
y la identificacién molecular se realiz6 apenas cumplido el tiempo
de incubacién, probablemente estos factores hayan influido en la
mejor recuperaciéon obtenida.

Se acepta la posibilidad de asociacién de especies en lesiones
en las cuales la diversidad de acidos grasos favorece la situacién?!,
pero pocas publicaciones informan de la deteccién de mezclas de
especies. En nuestro trabajo hallamos 10 asociaciones (7,63%) y en
todos los casos intervinieron 2 de las 3 especies mas frecuentes.
Este hallazgo es una de las ventajas de la aplicacién de métodos de
biologia molecular frente a los métodos convencionales.

Las zonas anatémicas afectadas con DS tuvieron un predomi-
nio en cuero cabelludo y cara, y en menor medida en tronco. Hay
evidencia de que las diferentes especies de Malassezia muestran
preferencia por determinados sitios anatémicos'®2!, La tinica aso-
ciacion estadisticamente significativa que encontramos fue la de M.
globosa con cuero cabelludo, lo cual difiere de algunos trabajos, que
apuntan a ella como predominante en lesiones de tronco'2. M. res-
tricta ha sido calificada como estrictamente restringida a zonas de
la cabeza, coincidiendo con nuestros resultados'-22. En caray tronco
se observ6 una distribucién de especies mas uniforme. Es posible
que la composicion lipidica del estrato cérneo esté relacionada con
el crecimiento de determinadas especies de Malassezia en ciertas
afecciones y en determinados sitios anatémicos?'. Nuestros resul-
tados podrian avalar esta afirmacién, pero se necesitarian estudios
mas complejos.

Cabe destacar el aislamiento de M. pachydermatis en una lesién
localizada en la cara de un hombre de 52 afios que no tenia relacién
directa con animales. Se podria considerar su presencia como una
colonizacién accidental, ya que esta especie es primariamente zoo-
filica; existen publicaciones que la consideran como un miembro
transitorio de la biota cutinea humana, pero capaz de adaptarse
al estrato cérneo y generar desérdenes dermatolégicos como las
demas especies antropofilicas?'. En estudios previos realizados por
nuestro grupo hemos encontrado lesiones de pitiriasis versicolor
causadas por M. pachydermatis'?.

Tabla 2
Distribucién de las especies de Malassezia segtn la localizacion de la lesién
Localizacion n M. globosa M. furfur M. sympodialis M. restricta M. slooffiae M. pachydermatis
Tronco 7 4 3
Cara 25 7 7 6 3 1 1
Conducto auditivo externo 2 1 1
Cuero cabelludo 93 43 17 12 19 2
Cuero cabelludo y cara 14 6 4 3 1
Total 141 61 29 24 23 3 1
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Estudios epidemiolégicos y ecolégicos basados en la reclasifica-
cién del género y las nuevas técnicas para su estudio permitiran
correlacionar la distribucién de Malassezia con factores fisico-
quimicos, inmunolégicos y biogeograficos del hospedero, y con
ello ampliar el conocimiento sobre la patogenia de este género.
Los resultados obtenidos en este estudio son una contribucién al
conocimiento de la ecologia y la distribucién de las especies de
Malassezia.
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