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RESUMEN

Las levaduras del género Malassezia forman parte
de la microbiota normal de piel humana y animal.
Excepto M. pachydermatis, todas las especies de este
género son lipodependientes. Bajo ciertos factores,
Malassezia se asocia como agente etiologico en diversas
afecciones dérmicas. Uno de los principales factores de
virulencia de estas levaduras es su actividad de lipasa
(AL). El objetivo de este trabajo fue introducir modifica-
ciones a las técnicas de determinacion de la actividad
lipasa (AL) para su aplicacion en levaduras lipodepen-
dientes y estudiar la AL en cepas de Malassezia aisladas
de personas con piel sana y de pacientes con pitiriasis
versicolor (PV), dermatitis seborreica (DS) y psoriasis
(PS). Se estudiaron 94 cepas aisladas de 34 pacientes
con lesiones de PV, 20 con DS, 7 con PSy 33 cepas de
personas con piel sana. Las modificaciones planteadas
a la técnica, que incluyeron variacion del medio de
cultivo y tiempos de incubacion, permitieron la
determinacion semicuantitativa de la AL con resultados
claros y definidos. El 88,23% de las cepas presento AL.
No se obtuvieron diferencias estadisticamente significa-
tivas al comparar la AL entre las cepas de pacientes con
afecciones de piel y las cepas aisladas de personas sanas.
La produccion de lipasas de las especies de Malassezia
en orden decreciente fue: M. sympodialis, M. slooffiae,
M. furfur, M. globosa, M. restricta. M. globosa y M.
Sfurfur fueron las especies en que se observaron mayor
cantidad de cepas no productoras de AL y cepas con
gran variabilidad en la medida de AL.
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ABSTRACT

Yeasts of the genus Malassezia are part of the
regular microbiota in human and animal skin. Except
for M. pachydermatis, all the species of this genus are
lipodependent. Malassezia, under certain factors, is
associated as an etiological agent in diverse dermic
affections. One of the main virulence factors of these yeasts
is their lipase activity (LA).

The objective of this research was to introduce
some changes in the techniques adopted to determine
the lipase activity (LA) in order to apply them to
lipodependent yeasts and to study likewise the LA in
Malassezia strains isolated from healthy skin people and
patients diagnosed with  pitiriasis versicolor (VP),
greasy dermatitis (GD) and psoriasis ( PS). Ninety four
strains isolated from 34 patients having VP lesions, 20
with GD, 7 with PS and 33 strains from healthy skin
people. Changes suggested to the technique involved a
variation in the medium of culture as well as in the time
of incubation what resulted in the semiquantitative
determination of the LA together with clear and precise
results.

The presence of LA was observed in of 88.23%
strains. The comparison of the LA among strains of
patients bearing injured skin and those isolated from
healthy skin did not show any significant statistical
difference. The production of lipasae from Malassezia
species were in decreasing order: M.sympodialis, M.
slooffiae, M. furfur,M.globosa and M.restricta. M. glo-
bosa and M. furfur were the species that revealed the
highest number of non producting LA strains as well as
strains with the highest variability in the degree of LA
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INTRODUCCION

En contraste con las bacterias, pocos son los
hongos que se pueden definir como patdgenos primarios
y sus mecanismos de patogénesis son mucho menos
comprendidos. La mayoria de estos organismos viven
como saprofitos ambientales o como simbiontes,
coexistiendo con el hospedador sin consecuencias
negativas. Sin embargo, algunos son capaces de parasitar
hospedadores sanos y generar desde infecciones
superficiales hasta las diseminadas o invasoras (1).

Actualmente el género Malassezia esta confor-
mado por las siguientes especies: M. furfur, M.
sympodialis, M. globosa, M. restricta, M. obtusa, M.
slooffiae, M. dermatis, M. yamatoensis, M. japonica, M.
pachydermatis, M.nana y M. equii. Las 9 primeras forman
parte de la microbiota normal de la piel del hombre y las 3
ultimas estan adaptadas al estrato corneo de los animales
(2,3,4,5,6,7,8). Desde el punto de vista fisiologico estas
levaduras se distinguen por su lipodependencia, debido a
que tienen un defecto en la sintesis de acidos grasos que
se manifiesta en su requerimiento exdgeno; excepto M.
pachydermatis, 1a cual es lipofilica pero no lipodendiente
©, 10, 11, 12).

Bajo la influencia de ciertos factores, las especies
de Malassezia pueden volverse patdgenas y participar
en diversas enfermedades dermatologicas superficiales e
infecciones sistémicas (2, 9, 13, 14, 15). Esta demostrado
que este género es el agente etiologico de la pitiriasis
versicolor y la foliculitis y que se asocia a dermatitis
seborreica, exacerba la dermatitis atdpica y se lo considera
como patogeno secundario a otras afecciones de piel. (2,
3,16,17).

La virulencia es una compleja interrelacion entre el
organismo infeccioso y el hospedador. La patogénesis
fingica involucra una interaccién y a veces una
modificacion de factores para ambos (1, 12) y uno de los
principales en la virulencia de estas levaduras es su
actividad de lipasa (17).

El conocimiento sobre los patrones bioquimicos
del género Malassezia es exiguo y los escasos informes
existentes sobre la produccion de lipasa y lipoxigenasa,
tanto in vivo como in vitro, fueron realizados antes de la
revision del género cuando se consideraban s6lo dos
especies, M. furfury M. pachydermatis (17, 18,19, 20).

El objetivo de este trabajo fue introducir modi-
ficaciones a las técnicas de determinacion de la actividad
lipasa (AL) para su aplicacion en levaduras lipo-
dependientes y estudiar la AL en cepas de Malassezia
aisladas de personas con piel sana y de pacientes con
pitiriasis versicolor (PV), dermatitis seborreica (DS) y
psoriasis (PS).
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MATERIALES Y METODOS

Entre los meses de octubre del 2005 y diciembre de
2007, se estudiaron cepas de Malassezia aisladas de
personas que asistieron al Instituto de Medicina Regional
(UNNE) y agrupadas de la siguiente manera:

Criterio de inclusion:

Grupo I: Cepas aisladas de todos los pacientes
con PV, DS y PS que demandaron atencion.

Grupo II: Cepas aisladas de personas clinicamente
sanas, sin lesiones de piel.

Criterios de exclusion:

Grupo I: Cepas aisladas de pacientes con
diagnéstico de PV, DS y PS que no hubieran suspendido
el tratamiento topico u oral 7 dias previos a la toma de
muestra.

GrupoII:

— Cepas aisladas de personas clinicamente sanas
que presentaran algin antecedente de afeccion de piel de
cualquier indole en los 5 meses precedentes a la toma de la
muestra.

— Cepas aisladas de personas con tratamiento
antibidtico y/o corticoide durante los 15 dias precedentes
alatoma de la muestra.

En el caso del Grupo I se tomaron muestras de las
lesiones y del Grupo II desde la espalda y el cuero
cabelludo. Las muestras fueron recolectadas por raspado
con bisturi estéril y sembradas en medio de Agar Dixon
modificado e incubadas a 32°C hasta 7 dias, con observa-
ciones diarias (21).

Identificacion

Todas las cepas de Malassezia aisladas se
tipificaron en base a sus caracteristicas macro y micro-
morfologicas y a sus propiedades bioquimicas y
fisiologicas, segun la metodologia propuesta por Guillot
etal. (21). Para confirmar la identificacion se realizaron
estudios moleculares, aplicando la metodologia de PCR-
RFLP basada en la técnica de Mirhendi et al. (22).

Como cepas control se incluyeron cepas de
referencia CBS 7886 M. globosa, CBS 7019 M. furfur,
CBS 7222 M. sympodialis, CBS 9169 M. dermatis, CBS
9432 M. japonica, CBS 10533 M. pachydermatis, CBS
7991 M. restricta, CBS 9725 M. yamatoensisy CBS 7956
M. slooffiae.

Actividad lipasa

La determinacion de la AL se realiz6 tomando
como base la técnica de Riciputo et al. (20), con modifi-
caciones para el estudio de levaduras lipodependientes,
introducidas por este grupo de investigacion. Al medio
base de acuerdo a Riciputo ef al. que incluye yema de
huevo como fuente de lipidos, se le agregd taurocolato
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Tabla 1: Distribucion de especies aisladas segin grupo y afeccion de procedencia

Grupo I Grupo 11
Especie Pitiriasis Dermatitis - . Total
. . Psoriasis Piel sana
Versicolor Seborreica

M. furfur 11 5 2 11 29
M. sympodialis 9 3 1 6 19
M. globosa 14 10 3 14 41
M. restricta 0 1 1 1 3
M. slooffiae 0 1 0 1 2
Total 34 20 7 33 94

de sodio como activador de la produccion de lipasas. Las
placas con medio yema de huevo-taurocolato una vez
inoculadas se incubaron a 32°C. Se hicieron lecturas los
dias 3, 5, 7 y 10. La formacion de zonas de lipdlisis o
aclaracion alrededor de la colonia se consider6 indicativa
de la produccion enzimatica.

La medida y el calculo de la zona de AL se realizo
de acuerdo al método descripto por Price et al. (23). LaAL
se calculd como la relacion entre el diametro de la colonia
y el diametro de la zona de lipdlisis (23, 24). Estos
coeficientes posteriormente se agrupan en 3 clases, lo que
permite hacer una medicion semicuantitativa de la actividad
enzimatica:

AL= Diametro de la colonia
Diametro de la zona de produccion enzimatica

AL < 0.69: actividad lipasa alta (+++)
0.69 >AL < 0.89: actividad lipasa media (++)
0.9 >AL< 1:actividad lipasa baja o no detectable (+)

Aquellas cepas en las que no se detectd produccion
de la enzima, es decir, que se obtuvo una AL=1, se
categorizaron como no productoras de lipasa. Para obtener
un promedio de AL se midi6 la AL de 3 colonias de cada
cepa estudiada. Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado.

Se incluyeron cepas de referencia: CBS 7886 M.
globosa, CBS 7019 M. furfur, CBS 7222 M. sympodialis,
CBS 7991 M. restrictay CBS 7956 M. slooffiae.

RESULTADOS

Se estudiaron 94 cepas aisladas de 34 pacientes
con lesiones de PV, 20 con DS, 7 con PS y 33 cepas de
personas con piel sana. En la Tabla 1 se presenta la
distribucion de las especies aisladas segun el origen de la
cepa.

De los 94 aislados de Malassezia spp., 83 (88,23%)
presentaron AL. En la Tabla 2 se muestra el indice de AL
por grupo y afecciéon dérmica.

La distribucion por especie de los valores de AL de
los 94 aislamientos estudiados se muestra en la Tabla 3. El
valor minimo de AL obtenido se ubicd en 0,198 y el maximo
enl.

La produccion de lipasas de las especies de
Malassezia en orden decreciente fue: M. sympodialis, M.
slooffiae, M. furfur, M. globosa, M. restricta.

Respecto a los tiempos de lectura, al 3er dia no se
observo desarrollo de M. globosa ni de M. restrica. A
partir del dia 5, todas habian desarrollado e iniciado su
actividad. Entreel dia 7 yel 10 se observo una disminucion
en la relacion diametro de la colonia/diametro de la zona
de produccion enzimatica. Por esta razon se tomo el

Tabla 2: Actividad lipasa de Malassezia spp. segin grupo y cuadro clinico de procedencia.

Actividad Lipasa
N cepas con AL (AL = SD) %
Pitiriasis versicolor 34 30 0,382 + 0,246 88.24
Grupo I | Dermatitis seborreica 20 18 0,379 £ 0,235 85.71
Psoriasis 7 7 0,292 + 0,096 100
Grupo 11 Piel sana 33 28 0,437+ 0,270 84.85
Total 94 83 88.23

AL: Indice de actividad lipasa. SD: Desviacion estandar
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Tabla 3: Distribucion de los valores de AL obtenidos segin la especie.

Especie
AL Clase | furfur M. globosa M. sympodialis | M. restricta | M. slooffiae
n % n % n % n % n %
1,00 + 2 6.89 8 19.51 0 0 1 33.33 0 0
0,90 - 0,99 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,80 - 0,89 ++ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,70 - 0,79 ++ 0 0 1 2.44 0 0 0 0 0 0
0,60 — 0,69 ++ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,50 - 0,59 -+ 1 3.44 2 4.88 0 0 0 0 0 0
0,40 - 0,49 +++ 4 13.80 | 4 9.75 3 15.79 2 | 66.67 0 0
0,30 -0,39 4+ 11 | 3793 | 15 36.6 2 10.53 0 0 2 100
0,20 -0,29 4+ 11 | 3793 | 10 24.39 9 47.37 0 0 0 0
0,00-0,19 -+ 0 0 1 2.44 5 26.31 0 0 0 0
29 100 41 100 19 100 3 100 2 100
* Clase +: 0.9 < AL <1; clase ++: 0.69 <Lz <0.89; clase +++: Lz < 0.69

septimo dia como punto de corte para la lectura de AL,
cuando las relaciones fueron mas altas.

Todos los valores de las Tablas 2 y 3 corresponden
alamedida obtenida el dia 7. Utilizando la prueba de analisis
de la varianza ANOVA para comparar la AL entre las cepas
de pacientes con afecciones de piel (Grupo I) y las cepas
de personas sanas (Grupo II), no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas.

DISCUSION

La asociacion de las especies de Malassezia a
diversas patologias ha impulsado el estudio de su
capacidad patogénica. Se considera que la produccion de
proteinasas y lipasas juega un papel importante en la
patogenicidad de estos hongos oportunistas (17). Existe
un gran nimero de publicaciones en las cuales se examina
la produccién de estas enzimas hidroliticas en aislados de
C. albicansy su papel en la patogénesis de la candidosis
invasiva, ya que estan relacionadas con su virulencia,
pero, existen escasos estudios que investiguen su
existencia y su relacion con la virulencia de las levaduras
del género Malassezia (25-28).

Los pocos trabajos publicados sobre la actividad
enzimatica de Malassezia fueron realizados antes de la
revision del género, cuando se conocian so6lo dos especies,
M. furfur y M. pachydermatis (18, 19, 20). Probablemente
esos resultados deben ser reevaluados, ya sea, porque no
correspondan a alguna de las especies nombradas, o bien,
por la posibilidad de la existencia de mezclas en los
cultivos. El amplio espectro de especies de Malassezia
reconocido en la actualidad hace interesante el estudio de
los patrones bioquimicos y del comportamiento de cada
una de ellas.
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En este estudio se planteo la utilizacion de un medio
solido que permite la determinacion semicuantitativa de la
AL. El agregado de taurocolato dio buenos resultados, ya
que los halos de produccion enzimatica obtenidos siempre
fueron claros y definidos, por lo tanto, de facil lectura y
apreciacion.

Debido a que el género Malassezia se desarrolla
mas lentamente en cultivo que otras levaduras, como
Candida, el tiempo de incubacion fue mas prolongado
que el de la técnica original que fue ideada para levaduras
no lipodependientes (20). Malassezia se desarrolla entre
5y 7 dias, por lo que su mayor actividad se observo al 7mo
dia.

En nuestro trabajo encontramos AL en el 88,23%
de los 94 aislamientos estudiados. Neves et al. (29), en un
estudio similar al nuestro, hallaron 100% de AL en 11
aislamientos de Malassezia. Probablemente la discrepancia
en el porcentaje de positividad se relacione con el nimero
de cepas estudiado ya que aquellos autores solo encon-
traron M. furfury M. sympodialis.

En nuestro trabajo M. sympodialis fue la especie
que mostré mayor AL. Por otro lado, las 2 cepas de M.
slooffiae presentaron alta AL. Dado el bajo nimero de
aislamientos obtenidos, es dificil obtener una conclusion
de valor sobre esta especie.

M. globosa y M. furfur fueron las especies en que
se observaron, por un lado mayor cantidad de cepas no
productoras de actividad, y por otro, cepas con gran
variabilidad en cuanto a la medida de AL, como asi también,
en cuanto a su distribucion en relacion a las patologias en
que se asocian y su presencia en piel sana.

Si bien esta claro que la actividad lipolitica es
esencial para el crecimiento de Malassezia, al parecer no
es su tnica funcion. Los lipidos asociados a la pared celular
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han demostrado estar involucrados en una forma de
evasion de la respuesta, ya que inhiben la respuesta
proinflamatoria normal y esto provee la explicacion de su
estado de biota comensal en la piel. Ademaés se cree que
estos lipidos tienen importancia en la actividad fagocitica,
dificultando su internalizacidon y posterior accion
microbicida (30).

Se ha postulado que la AL estd directamente
relacionada a la virulencia, por lo tanto, a mayor AL mayor
virulencia (18). En este trabajo no se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de AL de cepas
de afecciones y los de piel sana. Tampoco el indice ANOVA
detect6 diferencias significativas entre los resultados de
las AL comparando los aislamientos de las diferentes
afecciones dérmicas estudiadas. La AL debe ser
considerada como uno de los factores de virulencia de
estas levaduras, pero no el tnico factor que influye sobre
la patogenicidad.

Esta es una contribucion al avance en el estudio de
la ecologia y del rol patogénico de las especies hoy
conocidas del género Malassezia.
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