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NOTA DE ADVERTENCIA

Resolucién No 13 de Julio de 1946.

“La universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos
en sus trabajos de tesis. Solo velara porque no se publique nada contrario al dogma y
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LEVADURAS DEL GENERO Malassezia
spp. EN PORCINOS DE PRODUCCION EN CUNDINAMARCA- COLOMBIA

1. RESUMEN

Las levaduras del género Malassezia son microorganismos que hacen parte de la
microbiota normal de la piel de animales y humanos; sin embargo, por algunos
cambios en la temperatura, la humedad y la estructura dérmica, entre otros, se han
convertido en agentes oportunistas causando enfermedades en humanos como
pitiriasis versicolor y dermatitis seborreica; y en animales como dermatitis y otitis
externa. La especie de Malassezia, en especial M. pachydermatis es una de las
especies generalmente implicadas en estas patologias; en animales especialmente en
cerdos se han realizado pocos estudios donde se reporta la presencia de estas
levaduras, lo que inspira a realizar la busqueda de estos microorganismos en porcinos
de produccion en Cundinamarca-Colombia. Para ello se obtuvo muestras de hisopado
Gtico de cerdos adultos que presentaran o no lesion y que pertenecian a 2 granjas
semitecnificadas; el contenido 6tico fue sembrado en Agar Dixon modificado para
poder observar las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de la levadura, para
lograr identificar la especie se realizaron pruebas bioquimicas como catalasa,
produccion de B-glucosidasa, produccién de la enzima ureasa, asimilacion de
Tweenes y asimilacion de Cremophor, entre otras. A partir de 25 orejas de cerdos, se
logr6 determinar la presencia de 49 aislamientos correspondientes a diferentes
especies de Malassezia; de acuerdo con las pruebas bioquimicas, se identific6 M.
furfur en un 8% (n=4), M. obtusa en 4% (n=2), M. sympodialis en el 8% (n=4), M.
slooffiae en 20% (n=10) y M. pachydermatis en un 6% (n=3); el 53% (n=26) restante
no se logré identificar hasta especie y fue reportado como Malassezia spp. De manera
adicional, se obtuvo 6 aislamientos pertenecientes al género Candida spp, entre ellos
un 17% (n=1) correspondi6 a Candida albicans, otro 17% (n=1) a C. tropicalis, un 17%
(n=1) a C. krusei y por altimo un 33% (n=2) correspondi6 a C. glabrata y un 16% (n=1)
a C. catenulata. Fue posible concluir que estos microorganismos estan presentes en
cerdos y que podrian ser agentes etiolégicos de otitis externa en los cerdos
analizados. Este es el primer reporte de estas levaduras en porcinos de produccién en
Cundinamarca- Colombia.

2. INTRODUCCION

El género Malassezia spp, es un grupo de levaduras lipofilicas que se encuentran
como microbiota normal en la piel de humanos y animales, aunque se han visto
involucrados como agentes patdégenos en enfermedades como la otitis externa y
dermatitis en animales, especialmente en perros y gatos, siendo M. pachydermatis el
agente etiolégico comunmente reportado (Pinter et al, 2002); sin embargo, otros
estudios han confirmado la presencia de M. slooffiae, M. nana, M. globosa, M.
sympodialis. (Harai et al., 2004; Salah et al., 2010).

En cerdos, poco se ha conocido de patologias donde este género esté involucrado; sin
embargo, Pinter et al 2002, estudi6 la presencia de M. pachydermatis en cerdos de
diferentes granjas y observéO que estos animales presentaban inflamacion con



acumulacion de cerumen en el canal auditivo; de otro lado, Garau et al en el 2005
determind la presencia de M. sympodialis (58%) y M. slooffiae (30%) en el canal
auditivo de cerdos sanos.

La otitis externa se define como una inflamacion aguda del epitelio en el
conducto auditivo externo asociado a un aumento en la produccion de
cerumen, por lo que los animales presentan un comportamiento sugestivo de
dolor auditivo como movimientos fuertes de cabeza y/o prurito entre otros. La
otitis puede tener diversas etiologias, como las infecciosas, las trauméticas y
las alérgicas; sin embargo, esta alteracion se ve influenciada por cambios como
aumento de la humedad, lesiones mecanicas, condiciones fisiologicas, etc
(Grandemnge et al., 2013). Entre las etiologias infecciosas, se ha relacionado a
Sarcoptes scabiei suis como agente etiolégico de la sarna 6tica en un 20-95%
(Ortega et al., 2000) y a Haematopinus suis como el piojo que habita la base y
el pabellbn de las orejas (Frontera et al, 2009), dentro de las bacterias
reportadas estan Mycoplasma arginini (Garg, 2009), Pasteurella multocida,
Actinomyces pyogenes y Coryneiformes del grupo E, que han sido aislados del
oido medio en cerdos con otitis media, estos se han encontrado en vias
respiratorias superiores como comensales normales pero posiblemente han ido
ascendiendo desde la nasofaringe hasta la cavidad del oido medio (Morita,
1995); Streptoccocus suis es el agente causal de la meningitis en cerdos y se
ha visto involucrada también en la otitis interna (Madsen, 2001). La etiologia
levaduriforme ha sido atribuida a M. pachydermatis (Pinter et al 2002)

Giusiano en 2006, propone que una de las causas de la otitis externa, ocasionada por
levaduras del género Malassezia spp, ese debe a su capacidad de producir una lesién
en las células invadidas debido a la ruptura quimica de la queratina, también reportan
gue estas levaduras liberan acido araquidénico lo que contribuye a que se presente un
proceso inflamatorio, ya que esto induce a la formacion de poros en las membranas de
las células epiteliales de los mamiferos, dafiando su funcién y permitiendo la invasiéon
al tejido.

En la actualidad existen 14 especies, de las cuales 13 son lipodependientes y una no
lipodependiente, su principal caracteristica es la necesidad de suplementos lipidicos
para su crecimiento “in vitro”, ya que estas no tienen la capacidad de sintetizar acidos
grasos saturados de C12- C16, por lo que requieren de suplementos exdégenos, a
excepcion de M. pachydermatis que no necesita de esta fuente externa. Su
identificacion se realiza mediante una evaluacibn macroscépica de las colonias,
crecimiento en medios de cultivo especiales como el Agar Dixon modificado y algunas
pruebas bioquimicas.

3. PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Al género Malassezia, pertenecen levaduras que hacen parte de la microbiota normal
en la piel de animales y humanos; en animales, se han visto implicadas en dermatitis y
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otitis externa especialmente en caninos y felinos; pero poco se ha estudiado a cerca
de su implicacién en porcinos, salvo algunos estudios realizados por Garau et al en el
2005 y Nardoni et al, en el 2010, quienes detectaron en cerdos sanos la presencia de
esta levadura en el 22,5 % (Nardoni et al., 2010) y 73% (Garau et al., 2005), donde M.
sympodialis, M. furfur, M. slooffiae y M. pachydermatis fueron encontradas (Nardoni et
al., 2010).

Clinicamente, la otitis porcina se evidencia por el estrés y la molestia que presentan
los cerdos, lo que se refleja en los fuertes movimientos de cabeza y adicionalmente se
observa secrecion de color marron en el conducto auditivo externo (Jaelk & KiJeong,
2009), esta patologia se presenta por cambios en la temperatura y la humedad en los
pliegues del canal auditivo o por factores fisiolégicos como lo reportan estudios donde
la otitis se presenta entre las primeros dias de nacimiento hasta el afio de vida de los
cerdos (Morita, 1995, Juntachai et al., 2009; Harris et al., 2012).

A nivel econdmico, por la presencia de estas levaduras no han sido reportadas
pérdidas importantes y posiblemente no se ha reportado informacion suficiente; sin
embargo, es posible que el estrés y la molestia que demuestran los animales, se
refleje en una disminucion en los indices zootécnicos, por lo anterior y teniendo en
cuenta los escasos reportes bibliogréficos, con el presente estudio se busca aportar al
conocimiento con informacion acerca de la presencia de Malassezia en porcinos de
Cundinamarca- Colombia que presentan o no caracteristicas clinicas compatibles con
otitis externa.

4. MARCO TEORICO

4.1 Taxonomia
Las levaduras del género Malassezia se clasifican dentro de la subclase
Ustilaginomycetes en el orden de Malasseziales y phylum Basidiomycota. (Giusiano,
2006; Erchiga et al., 2008; Salah, 2010)

4.2 Generalidades
El género Malassezia se caracteriza por ser un grupo de levaduras lipofilicas; se han
encontrado 14 especies: Malassezia furfur, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M.
slooffiae y M. sympodialis (Guého et al., 1996), M. dermatis (Sugita et al., 2002), M.
japoénica (Sugita et al., 2003), M. nana (Hirai et al., 2004), M. yamatoensis (Sugita et
al., 2004), M. equina , M. caprae (Cabafies et al., 2007) y M. cuniculi (Cabafies et al,
2011) siendo estas lipodependientes y M. pachydermatis como no lipodependiente.

Hacen parte de la microbiota normal en piel de animales y humanos; grupos
investigadores han reportado que M. pachydermatis esta presente en mamiferos y
aves (Gustafson, 1960), M. globosa, M. restricta, M. furfur, M. slooffiae y M.
sympodialis se han encontrado en animales de manera individual o en mezcla de
varias especies (Bond et al., 1996; Bond et al., 1997; Crespo et al., 2000; Nardoni et
al., 2005); Nell et al., en 2002 asilaron Malassezia en la piel de caballos sanos al que
llamaron “M. equi”.



Se han visto implicadas en patologias como dermatitis seborreica, pitiriasis versicolor,
dermatitis atopica y foliculitis en humanos, pero en animales se han visto implicadas
en otitis externa y dermatitis, donde M. pachydermatis es el principal agente etioldgico.
(Salah et al., 2010). No se ha relacionado alguna enfermedad en los porcinos, sin
embargo, en un estudio Garau et al en el 2005, reportaron la presencia de éstas en
100 cerdos sanos de diferentes razas y se observo la presencia de M. pachydermatis,
M. sympodialis, M. furfur, con mayor prevalencia de estas dos ultimas con un
porcentaje de 58% y 30%.

4.3 Identificacion

Las del género Malassezia presentan caracteristicas diferentes con respecto a los
demas géneros de levaduras, dado que son subglobosas, ovales o cilindricas (Guého
et al.,1996; Guillot et al.,1996; Midgley, 2000), se reproducen por brotacién unipolar
dejando una prominente cicatriz en la célula madre (Coutihno & Paula, 2000; Crespo
et al., 2002; Giusiano, 2006;); a nivel macroscOpico estas se caracterizan por
presentar colonias medianas, de color crema, algunas veces lisas o ligeramente
rugosas, brillantes u opacas, planas con borde liso y textura cremosa (Mayser et
al.,1997; Escarefio et al., 2005). En la rutina de laboratorio para su identificacién se
utiliza Agar Dixon modificado y/o Sabouraud suplementado con acidos grasos de
cadenas largas, con una temperatura Optima de crecimiento a 32°C; para la
identificacion de especie se utilizan las pruebas de catalasa, actividad - glucosidasa,
determinaciéon de metabolismo en lipidos Tween 20, 40, 60, 80 y Cremophor EL
(Erchiga et al., 2008), ademas de su confirmacién de crecimiento a temperaturas de 37
y 40°C (Mayser et al., 2008). M. pachydermatis es la Unica especie capaz de crecer
en un medio de cultivo microbiolégico de rutina, aunque en el crecimiento “in vitro”
mejord por la adicion de lipidos en el medio. (Garau et al., 2005). En la Tabla 1 se
observa el comportamiento de estas levaduras con respecto a su lipodependencia y de
acuerdo con las pruebas bioquimicas que varios autores han reportado para su
identificacion.

Tabla 1. Identificacion bioquimica reportada para las diferentes especies de
Malassezia spp.

Catalasa Urea Esculina Sabouraud 40°C 37°C Tween Cremophor Espe
20 40 60 80
+++ +++ - - + + + o+ o+ - - M. slooffiae
+++ +++ + - + +++ -+ o+ o+ M. sympodic
+++ + + - - - - - - - - M. obtusa
+++ +++ - - + +++ + o+ + M. furfur
+++ +++ - +++ ++ +++ + + + 4 + M. pachydel
+++ +++ - - +/- + +- + o+ +- - M. nana
- +++ - - - + - - - - - M. restricta

+++ +++ - - - +/- - - - - - M. globosa
+++ +++ - - + + + o+ o+ o+ + M. dermatis
+++ +++ + - - + -+ o+ - - M. japonica
+++ +++ + - - + + + 4+ ? M. yamatoel
+++ +++ + - - - - + o+ - M. caprae



+++ +++ - - - + - + + + - M. equina
débil

+++ + + - + + - - - - - M. cuniculi

+++: Crecimiento abundante; ++: Crecimiento moderado; +: Crecimiento; +/-: Puede o no asimilar; ?: No se reporta

actividad; -: Negativo

Fuente: Sugita et al.,2003; Harai et al., 2004; Batra et al., 2005; Giusiano, 2006; Cabafies et al., 2007; Kaneko et al., 2007; Salah et
al., 2010; Cabaries et al., 2011.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar la presencia de levaduras del género Malassezia presentes en el canal
auditivo de porcinos de produccién en Cundinamarca- Colombia.

5.2 Objetivos especificos

o Caracterizar fenotipicamente los aislamientos de levaduras provenientes de
porcinos.
) Determinar la especie de los aislamientos del género Malassezia, obtenidos a

partir de porcinos.

6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio
Estudio descriptivo de corte transversal, con (nico muestreo por conveniencia y al
azar.

6.2 Poblacion de estudio
25 Cerdos adultos (hembras de cria, hembras de reemplazo y/o machos) con o sin
lesion oOtica de dos granjas semitecnificadas (< 200 hembras) ubicadas en los
municipios de Tena y Ubaque (Cundinamarca-Colombia)

6.3 Muestreo
Se realizaron hisopados 6ticos para obtener muestra de secrecién del canal auditivo
externo a 25 cerdos adultos de produccion.

6.4 Procedimiento técnico
Las muestras se sembraron en Agar Dixon modificado (Extracto de malta 36g/L,
peptona 6g/L, Bilis de buey 2g/L, Tween40 1 ml/l, glicerol 2 ml/L, &cido oleico 2 ml/L,
cloranfenicol 0,05g/L, agar 1,2g/L), se incubaron a 32°C durante 5 dias y se realizd
identificacion hasta especie mediante pruebas bioquimicas, posteriormente se
congelaron en skim milk a -20°C.

6.4.1 Descripcién macroscopica:
Se evaluaron siete parametros morfoldgicos de las colonias: Forma, elevacion, borde,
textura, superficie, aspecto y didmetro, el cual fue obtenido a partir la descripcién y
medicion de 10 colonias aisladas.



6.4.2 Descripcidon microscépica:
Se realiz6 medicion del largo y ancho a 30 células madre a partir de preparaciones
tefiidas con Gram, bajo una magnificacion de 100X, utilizando el microscopio Leica
DM1000 LED, que incluye el software fotogréafico y de micrometria.

6.4.3 Pruebas bioguimicas
De acuerdo con lo establecido en los protocolos de identificacion de especie para el
género Malassezia, se realizaron las siguientes pruebas:

Catalasa: Esta prueba permite definir si el microorganismo posee la enzima catalasa
gue descompone el peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua, se considera positiva si
se observa una produccién de burbujas. (Khosravi et al., 2008)

Se tomd una colonia 'y se sumergié en una gota de perdxido de hidrégeno sobre una
lamina portaobjetos y se observo la emisidén de burbujas.

Urea: Determina la capacidad del microorganismo para hidrolizar la urea formando dos
moléculas de amoniaco por medio de la enzima ureasa (Pérez et al., 2002; Mendoza,
2004). Se inoculé el microorganismo en el medio servido en pico de flauta y se incubé
por 7 dias a 32°C, se considerdé positivo, cuando el medio vir6 a color fucsia.

Produccién de B- glucosidasa: Esta prueba permite reconocer si el microorganismo es
capaz de producir o no la enzima - glucosidasa, que hidroliza la 3- de la esculina en
glucosa y escueletina, reaccionando con una sal de hierro formando un complejo de
color castafio oscuro o negro (Khosravi et al., 2008). Esta prueba se realiz6 inoculando
el microorganismo por puncién, se incubé a 32°C durante 7 dias, fue considerada
positiva si se formé el color negro o hubo ennegrecimiento en el medio de cultivo.

Crecimiento en Agar Sabouraud: Se evalué el microorganismo capaz de crecer en un
medio sin suplementos lipidicos; se realiz6 por medio de siembra superficial, se
considero positivo si después de 7 dias se observaba crecimiento.

Crecimiento_en _agar Dixon a temperatura 37 y 40°C: Es la capacidad que tiene el
microorganismo de crecer en estas temperaturas. Es positivo si hay crecimiento. Se
realiz6 una siembra en agar Dixon y se incubaron en 37°C y a 40°C, se interpretd
después de 7 dias de incubacion.

Asimilacién _de Tween: Consiste en la asimilacion de suplementos lipidicos como
Tween 20, 40, 60 y 80 de acuerdo con la complejidad estructural de estos. Se realizé
una suspension de la levadura a una concentracion de 0,5 en la escala de
MacFarland, se adicionaron 2 ml a 12ml de agar Sabouraud licuado y después se
depositd en una caja de Petri de 20 ml, se esper6 la solidificacion y se realizaron 4
agujeros en el agar donde se dispensaron 7 pl de cada Tween en el pozo respectivo.
Se interpreté como asimilacion si habia crecimiento alrededor de los agujeros después
de 5-7 dias.

Asimilacién del Cremophor: Se considera que el microorganismo es capaz de asimilar
el Cremophor-EL (Aceite de castor). Se realizé una suspension concentrada del
microorganismo y se transfirieron 400ul a 10ml de agar mycosel licuado,
posteriormente la solucion fue depositada en una caja de Petri pequefia, una vez
solidificado el medio se realizO un agujero en el centro y se agregd 50ul de
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Cremophor-EL (Sigma), se considerd positivo cuando hubo crecimiento alrededor del
pozo, después de 7 dias de incubacion (Mayser et al., 1997).

Produccién de fosfolipasa: Detecta la capacidad que tiene el microorganismo de
producir la enzima fosfolipasa. Se realizaron cuatro inoculaciones sobre agar
Sabouraud suplementado con yema de huevo al 10%, las cajas fueron incubadas a
32°C y se realizé la lectura luego de 20 dias de incubacién o antes si se detectaba la
produccién de un halo de precipitacién alrededor de la colonia. Luego se calculd la
produccién de fosfolipasa (actividad Pz), donde el valor del didametro medido de la
colonia, se divide entre el diametro de la colonia mas el halo de hidrolisis que se
genera alrededor de ella (Coutinho, 2005; Pini & Faggi, 2011). La interpretacion de la
actividad Pz representa los siguientes rangos de acuerdo con Coutinho, 2000 y
Cafarchia & Otranto, 2004:

Actividad fosfolipasa muy alta: Pz < 0,64.
Actividad fosfolipasa alta: Pz entre > 0,64y <1
Actividad fosfolipasa nula: Pz =1

6.5 Control de calidad
Se utilizaron cepas de referencia, M. furfur CBS 7019, M. pachydermatis CBS 1879, M.
sympodialis CBS 7222, M. slooffiae CBS 7956, pertenecientes a la Coleccién CBS
(Centraalbureau voor Schimmelcultures).

7. RESULTADOS

Se obtuvo un total de 25 muestras, a partir de las cuales se lograron recuperar 55
aislamientos, 49 inicialmente compatibles con Malassezia spp. y 6 correspondientes a
Candida spp.

Cabe resaltar que de los 25 porcinos analizados, 16 presentaban lesion y 9 no lo
presentaban, adicionalmente, hubo muestras con mas de una especie de Malassezia
en el canal auditivo.

7.1 Descripcion macroscoépica
Los pardmetros macroscoépicos tenidos en cuenta para su caracterizacion fueron:
Tamafio, borde, superficie, apariencia, elevacion, color y textura.

Los resultados obtenidos para las cepas de referencia se encuentran descritos en la
Tabla 2



Tabla 2. Descripcion macroscoépica de las cepas de referencia

Especie CBS Descripcion Diametro DS CVv Imagen
promedio
M. furfur 7019 | Medianas, circular, lisas, opacas, planas, beige - | 3,5mm 0,96 0,93
amarillas, secas
M. sympodialis 7222 | Mediana, circular, umbilicadas, brillantes, planas, | 3mm 0,56 0,32
blanquecinas, secas
M. pachydermatis | 1879 | Colonias medianas, circular, lisa, opacas, elevadas, | 2mm 0,87 0,76
blancas secas
M. slooffiae 7956 | Colonias pequefias, lisas, opacas, planas, ligeramente | 1mm 0 0

amarillas, secas

DS: Desviacion estandar.

CV: Coeficiente de variacion






A las colonias obtenidas (n=49) compatibles con Malassezia spp., se les realiz6
descripcidbn macroscopica evidenciando colonias de diferentes aspectos, donde se
observaron colonias con forma iregular o circular, elevadas y planas, con bordes
enteros u ondulados, textura seca, superficie rugosa (en forma de coliflor) o lisas, de
aspecto opaco y con un tamafio de pequefio hasta grande; de acuerdo con su
diametro se obtuvo un promedio entre 1 mm hasta 4mm. Segun estas descripciones
se observd que un 20% (n=10) presentaron una descripcién de colonias circulares,
elevadas enteras, secas, lisas, opacas y de un tamafio pequefio. (Tabla 3)



Tabla 3. Descripcidon macroscépica de las colonias

Descripcion %(n) Diametro DS (mm) CV (%
Irregulares, planas, ondulado, secas, rugosas, opacas, 10(5) 4mm 1,07 1,15
grandes
Irregulares, planas, ondulado, secas, rugosas, brillantes, 4(2) 1,5mm 0,52 0,35
pequefias
Irregulares, elevadas, ondulado, secas, rugosa, brillante, 10(5) 4,1mm 15 0,33
grandes
Irregulares, elevadas, entero, secas, lisa, brillantes, 10(5) 2mm 0,67 0,33
pequeias
Circular, elevadas, entero, secas, lisa, opacas, pequefas 4(2) 2,25mm 1,17 0,46
Circular, elevadas, entero, secas, lisa, opacas, medianas 18(9) 2,27mm 0,52 0,21
Circular, elevadas, entero, secas, lisa, opacas, grandes 4(2) 3,5mm 1,13 0,32
Circular, elevadas, entero, secas, lisa, brillantes, 8(4) 2,1mm 0,42 0,21
pequefias
Circular, elevadas, entero, secas, rugosa, brillante, 8(4) 1,4mm 0,69 0,46
pequefia
Circular, elevada, entero, secas, lisa, opacas, pequefias 20(10) 1,0mm 0,15 0,15
Circular, planas, entero, seca, lisa, opacas, pequefia 4(2) 1,25mm 0,48 0,48
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Las colonias que corresponden al género Candida spp.(n=6) presentaron una
descripcidbn macroscopica de colonias grandes, de borde entero, lisas, brillantes,
planas, de color blanco y textura cremosa; con un tamafio promedio de 2,5 mm hasta
5mm por colonia. (Anexo 1)

7.2 Descripcién microscopica

De acuerdo con las medidas obtenidas microscOpicamente a partir de las cepas de
referencia se encontré para M. furfur CBS 7019 que su longitud promedio fue de 3,2
Mm con un ancho promedio de 1,98 uym, seguida por M. pachydermatis CBS 1879 con
un tamano promedio de 3,22 um de largo por 1,98 de ancho. M. sympodialis CBS
7222 con tamafno promedio de 2,49 um de largo por 1,7 um de ancho y finalmente M.
slooffiae CBS 7956 con un tamafio promedio de 2,23 ym de longitud y ancho de 1,48
um (Anexo 2).

El tamafio de las células de los aislamientos obtenidos, presentaron una longitud
promedio de 1,3uym - 3,01 ym y un ancho promedio de 1,3 pm - 3,2 um

Para las colonias identificadas como género Candida spp., se determiné una longitud
promedio de 2,3 ym - 3,8 um con un ancho promedio de 1,87 um - 3,2 ym (Anexo 3 y
5).

7.2 Identificacién bioquimica de especie

De acuerdo con las cepas de referencia CBS se observo que M. pachydermatis crece
a temperatura de 32°C en agar Sabouraud, mientras M. slooffiae, M. sympodialis, y M.
furfur no crecen, ademas M. furfur y M. pachydermatis fueron capaces de asimilar el
Cremophor EL (Sugita et al, 2003, Harai et al, 2004, Giusiano, 2006 Cabaries et al,
2007, Kaneko et al, 2007, Salah et al. 2010). (Anexo 4) En la Tabla 4, se observa el
porcentaje de positividad para las diferentes pruebas y bioquimicas evaluadas para los
aislamientos obtenidos.

De acuerdo a las pruebas realizadas a los 49 aislamientos se logro identificar a M.
slooffiae en un 20% (n=10), M. sympodialis en 8% (n=4), M. obtusa 4% (n=2), M.
furfur en 8% (n=4) y M. pachydermatis en un 6% (n=3), el 53% (n=26) restante fue
reportado como Malassezia spp. (Tabla 5).
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Tabla 4. Porcentaje de positividad frente a pruebas metabdlicas a partir
de aislamientos de porcinos.

Catalasa 100 (49)
Urea 100 (49)
Esculina 53(26)

Sabouraud 6 (3)
Crecimiento a 402C 78 (38)
Crecimiento a 372C 96 (47)
Tween 20 86 (42)
40 88 (43)
60 88 (43)
80 59 (29)

Cremophor EL 14 (7)
*Actividad 39 (19%)
Fosfolipasa Muy 79 (15)

alto
Alto 11 (2)
Nulo 11 (2)

* 19 aislamientos corresponden al 100% de reacciones con
crecimiento y que evidenciaron diferente grado de actividad
fosfolipasa (Valor Pz). A partir de los 30 aislamientos restantes no se
obtuvo crecimiento en el Agar Sabouraud suplementado con yema
de huevo al 10%






Tabla 5. Identificacion hasta especie de los aislamientos obtenidos a partir de porcinos.

) Tween Actividad ) Imagen
% (n) Catalasa| Urea| Esculina |Sabouraud] 40°C | 37°C Imagen Cremophor Imagen Imagen Especie . L.
20| 40| 60 Fosfolipasa Microscopica
Sin -
20(10) 4 4 - - + + + | + |+ M. slooffiae " §
crecimiento |
: i
8(4) +4++ +4+ + - + | +++] - + |+ Alta M. sympodialis ' \ .
" ’
.
Sin -
4(2) 4 + + - - - - - M. obtusa ' w'e
crecimiento | '
Sin L
. P X
8(4) +4++ +++ - - + +++ | + + | + M. furfur gt ]
e
- ) QT P
crecimiento
L o N
LS
6(3) +++ +++ - +++ +H+ |+ + ]+ ]+ Muy alta M. pachydermatis *
A S
s -
- *
. Ml &
53(26) +++ ++ + - + + |+ + |+ Nula Malassezia spp &
b ] -
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Una vez conocida la especie de los aislamientos, los parametros de caracterizacion
morfolégica fueron analizados, estos datos se encuentran consignados en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracterizacién microscopica de los aislamientos porcinos de acuerdo
con la especie

Largo Ancho Largo Ancho Ancho
(um)  (um)
20 (10) 289 1,82 0,45 0,32 0,15 0,17 M. slooffiae
8 (4) 2,88 1,6 0,43 0,24 0,15 0,15 M. sympodialis
4 (2) 2,64 2,28 0,43 0,41 0,16 0,18 M. obtusa
8 (4) 283 1,72 0,51 0,23 0,18 0,13 M. furfur
6 (3) 2,69 1,92 0,28 0,27 0,1 0,14 M. pachydermatis

53 (26) 2,37 1,91 0,41 0,35 0,17 0,18 Malassezia spp.

DS: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion

Después de identificar las especies de cada uno de los aislamientos obtenidos se
observd, que en los cerdos que presentaban lesibn se identificaron diferentes
especies, entre ellos se encontr6 que en el 19%(n=3) estaba presente M.
pachydermatis, en el 12,5 % (n=2) se aislé M. obtusa, en otro 12,5% (n=2) se encontrd
M. slooffiae y Malassezia spp. estuvo en un 75% (n=12), M. furfur en el 19% (n=3) y M.
sympodialis en un cerdo, teniendo en cuenta que por cerdo se aislaron desde una
hasta cuatro especies.

Por otra parte en los cerdos sin lesion se encontrdo M. slooffiae 44%, M. sympodialis
33% y M. furfur 11%; sin presencia de M. pachydermatis.Adicionalmente se obtuvieron
6 aislamientos pertenecientes al género Candida spp, entre ellos un 17% (n=1)
correspondi6 a Candida albicans, otro 17% (n=1) a C. tropicalis, un 17% (n=1) a C.
krusei y por ultimo un 33% (n=2) correspondié a C. glabrata y un 16% (n=1) a C.
catenulata.

8. DISCUSION

Las levaduras del género Malassezia son reconocidas por su lipodependencia y por
estar implicadas como agentes patdgenos en humanos y animales, aunque poco se ha
reportado acerca del papel que juegan éstas en los cerdos y si estan o no implicadas
en patologias.

Estudios realizados por Garau et al en el 2005 y Nardoni et al 2010 , reportan la
presencia de M. pachydermatis, M. sympodialis, M. furfur y M. slooffiae en cerdos
sanos; de acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion se
determiné la presencia de estas levaduras, en 9 cerdos sin lesion, en los que se
encontré una mayor prevalencia de las especies M. sympodialis en un 33% (n=3), M.
furfur en un 11% (n=1), M. slooffiae en un 44% (n=5) y Malassezia spp con un 88%
(n=8), donde por muestra de oido se encontraba mas de una especie, indicando que
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posiblemente son parte de la microbiota normal del canal auditivo externo de porcinos
( Garau et al. 2005; Nardoni et al. 2010).

En la literatura solamente se encuentra el reporte de Pinter et al en el 2002, quienes
reportan que en 100 cerdos de una granja encontraron 29 cerdos que presentaban
inflamacién moderada con una marcada acumulacion de secrecién, en donde se
identificé la especie M. pachydermatis, aspecto que podria ser coincidente con lo
detectado en el presente estudio pues en 16 cerdos con lesién se hallaron varias
especies, como: M.pachydermatis en un 19% (n=3), M. furfur en un 19% (n=3), M.
obtusa en un 13% (n=2) y M. slooffiae con un 38% (n=6), a pesar de los escasos
reportes, Giusiano en 2006 propone su papel como agente secundario en patologias,
aspecto que aun se encuentra en estudio. Los aislamientos identificados como
Malassezia spp, se encontraron tanto en cerdos sanos como en cerdos con lesién; un
estudio realizado por Guo et al, 2006, indican que un cambio en la alimentacion de los
cerdos puede variar la composicién de los acidos grasos en la piel de los cerdos y esto
puede contribuir a la presencia de estas levaduras.

Con respecto a la caracterizacion macroscépicamente, autores como Escarefio, 2005;
Cabaries et al, en el 2007; Arenas, 2008 y Crespo et al, en el 2008, indican que cada
una de las especies de Malassezia es diferente, pues presentan variaciones
morfologicas. Para M. furfur se reportan texturas que van desde lisas a ligeramente
rugosas de color crema y que alcanzan tamafios de 4 a 5 mm a la semana de
crecimiento. Con respecto a la cepa de referencia de M. furfur CBS 7010 y a los
aislamientos obtenidos de esta especie, se observa que tienen un tamafo promedio
de 3,5 mm indicando que no coincide con lo reportado. Los aislamientos identificados
como M. sympodialis y la respectiva cepa de referencia presentan coincidencias
morfol6gicas con lo reportado, pero su tamafio fue menor, pues la cepa de referencia
midi6 3 mm y los aislamientos midieron 3,75 mm y segun lo reportado en la literatura
proponen un tamafio promedio de 5 mm por colonia (Escarefio, 2005; Cabairies et al,
en el 2007; Arenas, 2008 y Crespo et al, en el 2008)

Con respecto a M. obtusa, esta puede confundirse con M. furfur, pues se caracteriza
por presentar un crecimiento lento; en los aislamientos identificados como M. obtusa
se observ6 una morfologia similar a la detectada en la cepa M. furfur CBS7019, con un
tamafio promedio 3,5 mm, coincidiendo con lo reportado en la literatura (Escarefio,
2005; Cabaries et al, en el 2007; Arenas, 2008 y Crespo et al, en el 2008). Por otro
lado, M. slooffiae no tiene una clara definicion morfoldgica ya que también tiene
similitud con M. furfur; macroscopicamente se observé que la cepa de referencia M.
slooffiae CBS 7956 no presentd similitud morfolégica en el tamafio de acuerdo con lo
reportado en la literatura, al observar los aislamientos obtenidos que se identificaron
como M. slooffiae, se encuentra que no hay coincidencia ni con la cepa de referencia
ni con lo reportado. (Escarefio, 2005; Cabafies et al, en el 2007; Arenas, 2008 y
Crespo et al, en el 2008)

M. pachydermatis CBS1879 present6 un tamafio de 2mm, los aislamientos obtenidos
identificados como M. pachydermatis tienen un tamafo de 3,6 mm, de acuerdo con lo
reportado por los autores, esta especie presenta un tamafio promedio de 5 mm, por lo
gue los tamafios obtenidos no coinciden con el tamafio reportado. A nivel morfolégico
se encuentran similitudes tanto con la cepa de referencia como en los aislamientos
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obtenidos identificados como M. pachydermatis de acuerdo a la literatura. (Escarefio,
2005; Cabaries et al, en el 2007; Arenas, 2008 y Crespo et al, en el 2008)

Posiblemente las caracteristicas no coincidentes con lo reportado, se deben al tiempo
de incubacion, puesto que los reportes de tamafio y caracteristicas morfolégicas son
leidas a la semana (Escarefio, 2005; Cabaries et al., 2007; Arenas, 2008; Crespo et
al., 2008) y en este caso se realizaron las lecturas a los 5 dias.

Los aislamientos reportados como Malassezia spp (49%) mostraron variedad en los
tamanos de las colonias, desde 1mm hasta 4mm, predominando las colonias con
tamafio promedio de 1mm en un 44% (n=12), seguidas por colonias de tamafio
promedio de 2,27 en un 37% (n=10), un 7,4% (n=2) tiene un tamafio promedio de
3mm, el 7,4% (n=2) tienen colonias de tamafio promedio de 4,1mm y un 3,7% (n=1),
de acuerdo a lo reportado en la literatura se observa que si hay similitud en los
tamafios con respecto a las caracteristicas macroscoépicas para el género Malassezia
spp (Escarefio, 2005; Cabafies et al, en el 2007; Arenas, 2008 y Crespo et al, en el
2008).

También fueron obtenidas las medidas microscopicas (longitud y ancho) de las células
madres a partir de preparaciones tefiidas con Gram. Diferentes autores reportan varios
tamafios para cada una de las especies; por ejemplo, para M. furfur han reportado 4 a
6 um de longitud, M. furfur CBS 7019 presenté un tamafio promedio de 3,22 ym x
1,98 um y los aislamientos identificados como esta especie tuvieron un tamafio
promedio de 2,83 ym x 1,72 ym, lo que indica que tanto la cepa de referencia como
los aislamientos no coinciden con lo reportado en la literatura. (Escarefio, 2005;
Cabaries et al., 2007; Arenas, 2008; Crespo et al., 2008)

Para M. sympodialis se reporta tamafio de 2,5 - 5 um (Escarefo, 2005; Cabafies et al.,
2007; Arenas, 2008; Crespo et al., 2008), la cepa M. sympodialis CBS 7222 y los
aislamientos coinciden con lo reportado. Por su parte, para M. slooffiae se reporta un
tamano de 1,5 a 3,5 um, comparando con M. slooffiae CBS 7986 y los aislamientos se
observa coincidencia (Anexo 2). Por otro lado, M. pachydermatis presenta un tamafio
de 2 a 2,5 ym, con la cepa de referencia M. pachydermatis CBS 1879 se obtuvo un
tamarfio de 2,8 uym lo que coinciden con los reportes; sin embargo, los aislamientos
identificados con esta especie presentaron un tamafio mayor (3,6mm)(Escarefio, 2005;
Cabaries et al., 2007; Arenas, 2008; Crespo et al., 2008). Para M. obtusa, han
reportado un tamafio por célula es de 10 um y de acuerdo con los aislamientos se
obtuvo un tamano promedio de 2,64 uym de largo por 2,28 uym de ancho, siendo
pequefio comparado con lo reportado. (Escarefio, 2005; Cabaries et al., 2007; Arenas,
2008; Crespo et al., 2008)

En las bioquimicas realizadas se comprob6 que estas levaduras tienen preferencia por
los lipidos, lo que contribuye a su crecimiento e identificacién y su dificil aislamiento
con pruebas de laboratorios rutinarios. Segun la literatura M. pachydermatis es la
Unica especie no lipodependiente capaz de crecer en Agar Sabouraud a 32°C, como
ocurri6 con la cepa M. pachydermatis CBS1879 y con los aislamientos obtenidos
(6%) (Sugita et al, 2003, Kaneko et al, 2007, Nardoni et al, 2010).
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Por su parte, M. furfur es el Unico capaz de asimilar el cremophor (Mayser et al, 1997;
Giusiano, 2006), lo que se confirm6 con la cepa M. furfur CBS 7019 y los aislamientos
asi identificados (8%) (n=4)

Al evaluar las pruebas de asimilacién en los tweenes, autores como Guého et al.,
1996; Giusiano, 2006; Cabafies et al. 2007; Crespo et al. 2008; Nardoni et al. 2010 y
Salah et al, 2010, reportan que cada especie tiene preferencia por diferentes tweenes,
en el caso de M. furfur y M. pachydermatis son capaces de asimilar el tween 20, 40, 60
y 80, mientras M. sympodialis no asimila tween 20 pero si los demas (40,60 y 80); las
cepas de referencia M. furfur CBS 1019 y M. pachydermatis CBS 1879 y los
aislamientos identificados como estas especies, coincidieron con lo descrito. Para M.
obtusa, M, globosa, M. restricta y M. cuniculi se reporta que ellos no tienen la
capacidad de asimilar los tweenes, por lo cual se confirma con lo encontrado en los
aislamientos a pesar de haber hallado Unicamente M. obtusa en los asilamientos
obtenidos, otra caracteristica que permitid identificarla es que ella no crece a
temperaturas de 37 y 40°C.

De acuerdo con la produccién de (- glucosidasa, autores proponen que solo M.
sympodialis, M. obtusa y M. caprae tienen esta capacidad, mientras M. furfur tiene
una minima posibilidad y M. pachydermatis presenta una reaccion variable, mientras
las otras especies restantes son negativas (Guillot et al, 1996 y Haze et al., 1997,
Khosravi et al., 2008 y Nardoni et al, 2010), de acuerdo con las cepas de referencia se
confirmé que M. sympodialis fue positiva y M. furfur y M. pachydermatis reaccionaron
débilmente. Los aislamientos identificados como M. sympodialis (8%) reaccionaron
positivamente coincidiendo con lo reportado; el 53% (n=26) aislamientos reportados
como Malassezia spp., presentaron una reaccidn positiva; sin embargo, las otras
pruebas bioquimicas no coinciden con los patrones reportados y por esta razén se
dificulto la identificacién hasta especie (Guillot et al, 1996 y Haze et al., 1997, Khosravi
et al., 2008).

Como se observa en los resultados, tanto las cepas de referencia como algunos
aislamientos, lograron ser identificados hasta especie gracias a la realizacion de las
pruebas bioquimicas; sin embargo, el presente estudio coincide con lo propuesto por
Giusiano en el 2006 cuando afirma que esta metodologia no permite diferenciar todas
las especies puesto que algunas son fisiol6gicamente similares y sus patrones son
semejantes 0 en ocasiones no coinciden con los patrones establecidos, como se
observd en el 49% (n=27) de los aislamientos que solo fueron reportados como
pertenecientes al género Malassezia spp. pero cuya especie no fue determinada
(Guého et al., 1996 Giusiano, 2006, Cabafies et al. 2007, Crespo et al. 2008, Nardoni
et al. 2010 y Salah et al, 2010)

Un estudio realizado por Juntachai et al, 2009, quienes evaluaron la actividad de
enzimas lipoliticas de especies de Malassezia, observaron que M. pachydermatis tiene
gran capacidad de actividad fosfolipasa (Giusiano, 2006; Juntachai et al., 2009); lo que
es considerado como un factor de virulencia en las lesiones de piel, ya que con esto se
causa la liberacion de acido araquiddnico implicado en procesos inflamatorios y son
los causantes de la otitis en animales; otro posible factor causante de otitis es la
capacidad que tienen estas levaduras de ser queratinoliticas al producir una ruptura
guimica de la queratina en las células invadidas (Giusianio,2006).
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La cepa M. pachydermatis CBS 1879 tuvo una alta capacidad fosfolipasa (Pz= 0,52)
seguida por M. furfur CBS 7019 con una baja actividad fosfolipasa (Pz= 0,80) mientras
M. sympodialis y M. slooffiae no la presentaron. Por su parte, el 39% (n=19) de los
aislamientos obtenidos tuvo una actividad fosfolipasa, en este grupo los identificados
como M. pachydermatis tuvieron una alta actividad fosfolipasa (Pz= 0,30), mientras M.
furfur mostr6é una baja actividad fosfolipasa (Pz= 0,69), encontrandose estas especies
en cuatro cerdos de los cuales tres presentaban lesion, sugiriendo que podria tratarse
de microorganismos oportunistas posiblemente causantes de otitis en los cerdos. En
un 61% (n=30) de los aislamientos no se detectd crecimiento en el medio y por lo tanto
no se obtuvo lectura de la actividad fosfolipasa, lo que puede indicar que es necesaria
una mayor suplementacion para evaluar dicha actividad.

Una vez identificadas las especies presentes en el canal auditivo se encontré que un
4% (n=1) tuvo hasta 3 especies diferentes de Malassezia entre ellas M.
pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, hallazgo coincidente con reportes anteriores
(Bond et al., 1996; Bond et al., 1997; Crespo et al., 2000; Nardoni et al., 2005) quienes
encontraron mas de 3 especies en un mismo sitio de muestreo; por otro lado, en un
28% (n=7) se hallaron diferentes especies pero entre estas se encuentran también
levaduras identificadas como Malassezia spp. Crespo et al., en el 2008, proponen que
M. slooffiae se ha encontrado en los cerdos, confirmando denle el presente estudio la
presencia de esta; sin embargo, se encontrd tanto en cerdos con lesion como en los
gue no presentaban lesion, aunque no se ha reportado que esta especie esté
implicado en la otitis, se sugiri6 que puede estar también involucrada como agente
patégeno para la otitis en estos animales. (Crespo et al.,2008)

Conclusiones

¥ Malassezia furfur, M. sympodialis, M. pachydermatis, M. slooffiae y M. obtusa,
se encuentran en el canal auditivo de los cerdos de las granjas porcicolas de
Cundinamarca que fueron analizadas.

% De acuerdo con el presente estudio, la especie con mayor prevalencia fue M.
slooffiae con un 18%, seguido por M. sympodialis y M. furfur con un 7% y M.
pachydermatis en un 6% mientras el 49% (n=27) restante fue identificado como
Malassezia spp.

¥ El comportamiento de la especie M. pachydermatis con una actividad
fosfolipasa alta posiblemente le confiere su capacidad patégena en la otitis
externa.

¥ Se confirma que M. sympodialis, M. furfu y, M. slooffiae pueden hacer parte de
la microbiota normal del canal auditivo en cerdos sanos.

% Se determind la presencia de M. obtusa que se encontraron en dos cerdos con
lesién, lo que sugiere su posible compromiso como agente patégeno.

% Este es el primer reporte acerca de la presencia de Malassezia spp., en
porcinos de Cundinamarca- Colombia.
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Recomendaciones

+ Se recomienda realizar técnicas moleculares, que permitan confirmar
genotipicamente las identificaciones de los aislamientos obtenidos y evaluar si
coinciden con la identificacion fenotipica, asi como de concluir la identificacién
hasta especie de los aislamientos que fueron encontrados como Malassezia
spp.

+ Evaluar y confirmar si la presencia de M. obtusa podria tener incidencia en la
otitis externa en cerdos.

+ Para evaluar la actividad fosfolipasa de los aislamientos que no se obtuvo se
recomienda utilizar mas lipidos en el medio.
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ANEXOS

Anexo 1. Descripcién macroscoépica correspondiente a los aislamientos del género Candida spp.

Descripcion Diametro DS cVv Imagen
promedio

Grandes, entero, lisa, brillantes, planas, blancas, cremosas 5mm 1,15 1,33
Mediana, entero, lisas, brillantes, planas, blancas, 3mm 1.1 121
cremosas

Grande, entero, lisas, brillantes, elevadas, blancas, 5mm 001 0.84
cremosas

Mediana, entero, lisas, brillante, elevadas, blanquecinas, 2.5mm 0.69 0.48
cremosas

Grandes, entero, lisas, brillante, planas, blancas, mucoide 4mm 15 2,27
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Anexo 2 Promedios microscépico de las especies del género Malassezia de las cepas de referencia CBS

Media DS Ccv Especie
Largo(um) | Ancho(um) | Largo(um)| Ancho(um) | Largo (%) | Ancho (%) P
M. furfur
3,22 1,98 0,46 0,3 0,14 0,15 CBS7019
M.
2,8 1,82 0,35 0,21 0,12 0,11 pachydermatis
CBS1879
M. sympodialis
2,49 1,7 0,45 0,38 0,18 0,22 CBS 7222
M. slooffiae
2,23 1,48 0,45 0,38 0,18 0,22 CBS 7956

DS: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion



Anexo 3 Promedio microscoépico del género Candida spp.

Media DS Cv Especie
Cddigo | Largo(um)| Ancho(um) [ Largo(um) | Ancho(um)| Largo (%) | Ancho (%) | identificada
211-3 3,8 3,2 0,71 0,62 0,18 0,19 Candida albicans
215-1 2,95 2,09 0,72 0,35 0,24 0,16 Candida tropicalis
218-1 2,79 1,99 0,46 0,39 0,19 0,18 Candida krusei
221-2 2,09 3 0,6 0,37 0,2 0,18 Candida catenulata
222-2 2,37 2,06 0,46 0,39 0,19 0,18 Candida glabratra
223-1 2,73 1,87 0,51 0,37 0,18 0,2 Candida glabratra

DS: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion.
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Anexo 4 Identificacion bioquimica de las cepas de referencia

. Tween Actividad .
Catalasa | Urea | Esculina [ Sabouraud | 40°C | 37°C Cremophor , Especie
2014060180 fosfolipasa
M. slooffiae
+++ +++ - - + + + |+ |+ - - - CBS 7956
M. sympodialis
+++ +++ + - + + -+ + |+ - - CBS 7222
+++ +++ - - + + + |+ | + | + - - M. furfur
CBS 7019
M.
+++ +++ + +++ + + + |+ |+ + + + pachydermatis
CBS 1879
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Anexo 5. Observacion microscoOpica en 100x a partir de tincién de Gram del
género Candida. 100 X

Cadigo Microscopico Especie
211-3 Candida albicans
215-1 Candida tropicalis
218-1 Candida krusei
221-2 Candida catenulata
222-2 % Candida glabratra
223-1 : Candida glabratra
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Anexo 6. Observacidon de las células de cepas de referencia CBS en tincién de

Gram 100X
M.
M. slooffiae M. sympodialis | pachydermatis M. furfur
Especie CBS 7956 CBS 7222 CBS 1879 CBS 7019
.-~ )
d 4‘ -
B .
¢ \ .
Microscopica ‘ -

28



Anexo 7. Identificacion bioquimica de las cepas de referencia CBS

Prueba M.slooffiae CBS 7956 M. sympodialis CBS 7222 |M. pachydermatis CBS 1879 M. fufur CBS 7019

Sabouraud

Bilis esculina

Urea

Tween

Cremophor

Actividad

fosfolipasa

29



