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RESUMEN

Objetivo: Determinar la capacidad de aislamiento y ntimero de colonias de Malassezia spp. median-
te hisopados de piel, aplicando un agar convencional y uno modificado, en el Instituto Nacional de
Salud del Niflo de Brefia en el afio 2022. Materiales y métodos: Estudio analitico y prospectivo que
compard un agar de Leeming y Notman con aceite de oliva (convencional) y otro con aceite de coco
(propuesto). Se cultivaron 180 hisopados de piel, recolectados durante los meses de marzo a noviem-
bre del 2022. Los medios de cultivo fueron monitoreados durante siete dias y toda la informacion
fue registrada en una ficha de recoleccion de datos y se compararon con la prueba U-Mann Whitney.
Resultados: Las caracteristicas de las lesiones de piel de donde se tomaron los hisopados fueron
en su mayoria blanquecinas (38,9 %). La capacidad de aislamiento fingico en ambos agares fue
igual, siendo Malassezia furfur el predominante (23,3 %). Sin embargo, la mediana de las colonias
fungicas aisladas fue significativamente mayor (p = 0,025) en el agar modificado con aceite de coco.
Conclusiones: Predominaron las lesiones leves como las dreas blanquecinas en la piel con una me-
diana de 2 cm?. No hubo diferencias en cuanto a la capacidad de aislamiento, no obstante, se evi-
dencié mayor cantidad de colonias desarrolladas en el agar suplementado con el aceite de coco,
demostrando asi ser mejor fuente lipidica que el aceite de oliva.

Palabras claves: Malassezia, Medio de Cultivo, Aceite de Coco, Pediatria (DeCS BIREME).

ISOLATION OF Malassezia spp. COLONIES ON SKIN SWABS IN TWO TYPES OF AGARS
IN A PEDIATRIC INSTITUTE IN LIMA - PERU, IN 2022

ABSTRACT

Objective: To determine the isolation capacity and number of colonies of Malassezia spp. by using
skin swabs applying a conventional agar and a modified one at the Instituto Nacional de Salud del
Nifio in Brefia (Lima) in 2022. Materials and methods: Descriptive observational study that com-
pared a (conventional) Leeming & Notman agar with olive oil and an (proposed) agar modified with
coconut oil. 180 skin swabs collected during March-November 2022 were cultured. The culture me-
dia were monitored for seven days, and all the information was recorded in a data collection form and
compared with the U-Mann Whitney test. Results: The characteristics of the skin lesions from which
the swabs were taken were mostly whitish (38.9 %). Fungal isolation capacity in both agars was the
same, with Malassezia furfur being predominant (23.3 %). However, the median of the isolated fun-
gal colonies was significantly higher (p = 0.025) in the agar modified with coconut oil. Conclusions:
Mild lesions such as whitish areas on the skin with a median of 2 cm? predominated. There were no
differences in terms of isolation capacity; however, a greater number of colonies developed on the
agar supplemented with coconut oil, proving to be a better lipid source than olive oil.

Keywords: Malassezia, Culture Media, Coconut Oil, Pediatrics (MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Las levaduras lipofilicas del género Malassezia spp. invaden la piel
desde el nacimiento y son parte de su flora normal."? Sin embar-
go, estas pueden asociarse con multiples enfermedades cutaneas por
ser un patdgeno oportunista.> Cuando el estrato corneo de la piel es
invadido, produce una serie de cuadros clinicos dermatologicos® e,
incluso, fungemia en personas inmunodeprimidas y en aquellos que
reciben alimentacion lipidica a través de catéteres venosos.>*

Se sabe que el aislamiento de Malassezia spp. en hemocultivos es
poco eficaz, debido a la ausencia de acidos grasos en este medio de
cultivo.’ Este es uno de los factores que, por lo comun, prolonga la
espera de la emision de resultados y el diagndstico oportuno de al-
guna infeccion sistémica, cutanea o en los tejidos blandos. Por ello,
estudios como el de Manna et al.® evaluaron el agar de leche de coco
desarrollado de forma autdctona y lo compararon con el gold stan-
dard de Dixon modificado. Esto demostrd que el primero fue el que
mejor promovio el desarrollo de Malassezia furfur en menor tiempo.
En este sentido, los medios ricos en 4cidos grasos favorecen el creci-
miento idoneo de estas especies de levaduras,’ tal como lo demuestra
el estudio de Dhanablan et al.,®* donde se observa que el aceite de
mantequilla resultd ser una buena alternativa para el aislamiento de
dicha levadura. Asimismo, segun Gupta et al.’, Malassezia furfur es
de la especie mas comun aislada en la piel. Probar la capacidad de
aislamiento del aceite de coco permitiria un aislamiento eficaz de Ma-
lassezia spp., debido a sus propiedades y bajo costo.

En el Pertl, no existen investigaciones sobre los medios de cultivo
enriquecidos con aceites esenciales idoneos para el aislamiento de
Malassezia spp. A pesar de que en la naturaleza se pueden hallar va-
riedades de aceites con concentraciones de acidos grasos de cadena
mediana a larga, necesarias para el desarrollo de la levadura, atin no
hay estudios suficientes; sin embargo, es imprescindible mejorar las
técnicas para su identificacion y tiempo de aislamiento. Por lo ex-
puesto, el objetivo del presente estudio es determinar la capacidad de
aislamiento y nimero de colonias de Malassezia spp. mediante hiso-
pados de piel aplicando agares de Leeming y Notman modificados
con aceite de oliva y con aceite de coco en el Instituto Nacional de
Salud del Niflo de Brefia (INSN-Brefia) en el afio 2022.

MATERIALES Y METODOS
Diseiio y tipo de estudio

Estudio analitico y prospectivo.
Muestra

La muestra estuvo conformada por 180 hisopados de piel provenien-
tes del servicio de microbiologia del INSN-Brefa durante los meses
de marzo a noviembre de 2022. El célculo del tamaifio de la muestra
se realiz6 mediante una prueba piloto con 50 hisopados (25 hisopados
de piel en un agar de Leeming y Notman suplementado con aceite
de oliva [ALNM] y 25 en un agar de Leeming y Notman modifica-
do con aceite de coco [Adey]), debido a que Diaz'’y Mora et al."!
recomiendan entre 30 y 50 muestras para estudios piloto. Entonces,
con un crecimiento del 24,3 % de Malassezia spp. en ALNM y del
44 % en Adey, se procedio a calcular el tamafio muestral con base en
la comparacion de dos proporciones independientes (debido a que
el objetivo principal fue comparar este nuevo medio de cultivo con
el convencional) bajo un nivel de confianza del 95 %. Se aplicé un
muestreo aleatorio simple a partir de la poblacion de estudio para
llegar a la cantidad de muestra calculada. Se incluyeron hisopados
de piel de pacientes de 0 a 17 afios de ambos sexos con alguna lesion
representativa, ya sea una zona descamativa o hipopigmentada. Se
excluyeron hisopados de pacientes provenientes de hospitalizacion
y de aquellos que aplicaron algiin medicamento sobre la lesion (po-
mada, crema, champt medicado) o que hayan recibido tratamiento
antifungico y antibacteriano en los tltimos 7 dias.
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Procedimientos del estudio

Se obtuvo el permiso del Servicio de Microbiologia para que los in-
vestigadores pudieran iniciar la preparacion de los medios de culti-
vo en el laboratorio. Se pesaron en una balanza todos los insumos
detallados en el material suplementario y se mezclaron todos los
componentes en un recipiente con agua destilada a fuego lento hasta
disolverse. Luego, se procedio a hervir y envasar la mezcla en bote-
llas de litro para esterilizar el medio en la autoclave por 15 minutos
a 121 °C. Finalmente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
colocaron en 90 placas de Petri por tipo de agar.

Toma de muestra de hisopado

Los padres/tutores de pacientes, que se acercaron al Servicio de Mi-
crobiologia con una solicitud de toma de muestra emitida por el mé-
dico tratante para la deteccion de hongos, fueron atendidos por un
tecnologo médico a cargo de tomar la muestra mediante el frotamien-
to de dos hisopos juntos en el area afectada, el raspado y la impronta
para el examen directo. Todos los tecnologos médicos estuvieron ca-
pacitados para efectuarlo.

Observacion de examen directo y sembrado de muestra

La ficha y las muestras obtenidas fueron codificadas y se procedid
a colorear la impronta con 3 gotitas de colorante de Kane. También,
se realizd la lectura de la lamina en el microscopio, donde se bus-
caron estructuras micoticas. Los agares refrigerados fueron atempe-
rados durante 10 minutos en el mismo ambiente de laboratorio que
oscild entre los 20 °C y los 22 °C. Ambos medios de cultivo fueron
rotulados con la codificacion asignada (ALNM y Adey). Una vez
atemperados ambos medios, se continud con la técnica de «sembra-
dow; esta técnica consiste en frotar el hisopo que contiene escamas de
piel afectada en toda la superficie del agar de manera horizontal, ver-
tical y diagonal, evitando dejar espacios de la superficie del agar sin
sembrar. Después de realizar este proceso en un solo agar, se descartd
el hisopo tomando en cuenta las condiciones de bioseguridad. Cada
agar fue incubado en una estufa a 32 °C por 7 dias.

Determinacion del aislamiento y niimero de colonias aisladas de
Malassezia spp.

La lectura de placas (observacion) para determinar si hubo o no creci-
miento de colonias en ambos agares se hizo diariamente a las 8 a. m.,
desde el dia 1 hasta el dia 7 posterior a la siembra. En los cultivos
positivos se verificod por el tamaiio, aspecto y forma si alguna de estas
colonias era de Malassezia spp. Con una pequeila suspension de la
colonia aislada con una gota de azul de lactofenol en un portaobjeto,
se observaron las estructuras propias de Malassezia spp. Se considerd
solo este dia donde ocurrid el primer aislamiento como informacion
utilizada para el analisis estadistico de tipo descriptivo y analitico.

Se determino el aislamiento de Malassezia spp. Conforme las pautas
de seguimiento mencionadas anteriormente. Se observé directamen-
te si hubo crecimiento de alguna masa de células independientes de
otras (colonias) en el agar. Luego, se verifico por el tamafio, aspecto y
forma si alguna de estas colonias era de Malassezia spp. y se aplico el
método de examen directo con azul de lactofenol, donde se observa-
ron las estructuras propias de Malassezia spp. Se considerd solo este
dia donde ocurri6 el primer aislamiento como informacion utilizada
para el analisis estadistico de tipo descriptivo y analitico.

Por ultimo, las especies de Malassezia spp. fueron identificadas por
su tamaflo, aspecto y forma. Ademas, se aplicaron pruebas bioquimi-
cas de catalasa que consistieron en enfrentar una gota de perdxido de
hidrégeno con una pequeiia asada de la colonia aislada; se observo el
burbujeo del peroxido de hidrégeno como una reaccion positiva. Lue-
g0, se realizo la prueba de hidrolisis de bilis esculina: en un agar de
bilis esculina se sembro la colonia aislada de Malassezia spp. y se ob-
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servo una reaccion positiva mediante el ennegrecimiento del medio.
Finalmente, se realizo6 la asimilacion de Tween 20, 40, 60 y 80, que
consistio en hacer una suspension de las colonias aisladas en agua
estéril y mezclarla con agar Sabouraud a 45 °C. Toda esta suspension
fue vertida en una placa de Petri y, al solidificar el agar, se realizaron
4 pocillos en donde se colocaron 5 puL de cada Tween, como se men-
ciond anteriormente. Esta placa fue incubada a 32 °C hasta observar
el crecimiento o la inhibicion de la levadura alrededor de los pocillos.
Como método diagnodstico y de confirmacion se utilizd un equipo
VITEK 2.0 y el agar cromogénico (CHROMagar Malassezia), espe-
cialmente selectivo para el aislamiento de Malassezia spp. Algunas
cepas recolectadas de Malassezia spp. fueron enviadas al INS (Insti-
tuto Nacional de Salud) para la confirmacion de especie mediante la
metodologia Maldi-tof, que consiste en la ionizacion de colonias de
levaduras con un pulso laser. Los iones pulverizados fueron detecta-
dos en diferentes momentos considerando que las particulas cuentan
con mayor o menor masa, lo cual genera espectros que permiten su
comparacion con patrones almacenados en una computadora.” 12

El conteo del nimero de colonias (independientemente de la especie)
aisladas de Malassezia spp. se realizé el ultimo dia de seguimiento
con el uso de una lupa convencional. La recoleccion de datos finalizd
con la transcripcion de toda la informacion ingresada en la ficha de
recoleccion de datos a una base de datos de Excel.

Aspectos éticos

Este proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en In-
vestigacion del INSN y documentado con oficio N.° 291-2021-CIEI-
INSN. No se aplicaron consentimientos informados debido a que se
trabajé con las muestras de hisopados ya procesados en la rutina del
laboratorio y no se recolectaron datos personales de los pacientes.

Analisis de datos

La descripcion de las variables categoricas se realizo mediante el cal-
culo de las frecuencias absolutas y relativas. Para las variables numé-
ricas, se calcularon las medianas y rangos intercuartilicos, debido a
que estos datos no siguieron una distribucion normal de acuerdo con
la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para evaluar las diferencias entre
el nimero de colonias entre los tipos de agar, se aplico la prueba U
de Mann-Whitney, segun los supuestos para esta prueba. Se utilizd
la herramienta estadistica Stata 17, se consideraron significativos los
valores p < 0,05 y se trabaj6 con un nivel de confianza del 95 %.

RESULTADOS

La Tabla 1 evidencia las caracteristicas generales de las muestras
tomadas en los pacientes. La mediana del tamaio del area de la le-
sion fue de 2 (1-4,5) cm?. Los tipos de placa de piel encontrados con
mayor frecuencia fueron la blanquecina (38,9 %) y la descamativa
(23,3 %) y en una menor frecuencia el tipo querion (1,1 %).

Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de hisopados de los pacientes evalua-
dos en el INSN-Breiia, 2022

Caracteristicas n %

Area de la lesion (cm?)* 2 [1-4,5]
Tipo de placa de piel

Blanquecina 35 38,9

Descamativa 21 23,3

Rojiza 19 21,2

Alopecia 11 12,2

Rosada 3 33

Querién 1 1,1

*Mediana y rango intercuartilico

https://doi.org/10.58597/rpe.v3i3.87

Figura 1. Comparacion del antes y después (hasta los siete dias) del cultivo de Malassezia
spp. para ambos tipos de agar (A y B para ALNM, y C y D para Adey). B muestra el
escaso numero de colonias de Malassezia spp. para el agar Leeming y Notman modifi-
cado suplementado con aceite de oliva (ALNM); mientras que, D muestra las de colonias
de Malassezia spp. para el agar Leeming y Notman modificado suplementado con aceite
de coco (Adey).

En relacion con la capacidad de aislamiento de ALNM (agar de Lee-
ming y Notman modificado con aceite de oliva) y Adey (agar de Lee-
ming y Notman modificado con aceite de coco), ambos tipos de aga-
res aislaron levaduras de Malassezia en igual frecuencia de cultivos;
se encontrd que Malassezia furfur fue la predominante (23,3 %) (Ta-
bla 2). Sin embargo, hubo diferencias significativas en el nimero de
colonias (p < 0,023), siendo los cultivos de Adey los que presentaron
mayor niimero de colonias (Figura 1). Ademas, no hubo crecimiento
de otros tipos de levadura diferentes a Malassezia spp en ambos tipos
de agares (Tabla 2).

DISCUSION

Este es el primer estudio en el Per que propone una nueva fuente
lipidica y que describe las areas de lesion cutanea en muestras pedia-
tricas. Se encontr6 que el agar de Leeming y Notman modificado con
aceite de coco tiene mayor capacidad de aislamiento de Malassezia
spp. en comparacion con el agar convencional y que las placas blan-
quecinas fueron las fuentes principales para la obtencion de muestras.
Tal como lo mencionan Torres et al.,'* la presencia de Malassezia es
mas prevalente en lesiones de tipo blanquecinas. De igual manera,
Bejar et al.'* encontraron una alta prevalencia de Malassezia spp. en
pacientes sin algun tipo de lesion cutdnea, a diferencia de este estudio
donde los pacientes presentaron algiin tupo de afeccion dérmica. Esta
diferencia se debe a que Malassezia spp. forma parte de la microbiota
normal de la piel; sin embargo, los estudios reportan que esta leva-
dura puede comportarse de manera oportunista y causar fungemia,
convirtiéndose en una levadura de importancia significativa.!:?

Esta investigacion sefiala que tanto el agar de Leeming y Notman
suplementado con aceite de oliva o con aceite de coco son utiles para
el aislamiento de Malassezia spp., pero con diferencias en el nimero
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Tabla 2. Numero de colonias yfrecuencia de cultivos que dieron positivo a Malassezia spp. en el INSN-Brefia, 2022.

Caracteristicas ALNM Adey Valor p
n % n %

Numero de colonias *} 1 [0-3] 4 [0-11] 0,023}
Aislamiento de hongos

Malassezia furfur 21 233 21 233

Trichophyton tonsurans 5 5,6 5 5,6

Microspporum canis 3 33 3 3,3

Candida lusitaneae 1 1,1 1 1,1

Microspporum gypseum 1 1,1 1 1,1

Rodotorula spp. 1 1,1 1 1,1

Trichophyton rubrum 1 1,1 1 1,1
Dia en el que se aislo Malassezia spp * 4 [0-5] 3 [0-4] ns

ALNM, agar Leeming y Notman modificados con aceite de oliva; Adey, agar Leeming y Notman modificados con aceite de coco; *Mediana y rango intercuartilico; §, medidas

resumen solo de aquellos cultivos donde se observo crecimiento de Malassezia; tComparacion entre ALNM y Adey con la prueba U Man-Whitney; ns, no significativo

de colonias encontradas a favor del agar suplementado con aceite de
coco. Esto se explica porque el aceite de coco tiene mayor compo-
nente lipidico en comparacion con el aceite de oliva, lo que favorece
el crecimiento de Malassezia spp.” El aceite de coco, en contraste con
otros aceites comestibles, presenta acidos grasos saturados de cadena
media.'> Asimismo, cabe resaltar que el agar de Leeming y Notman
utiliza menos componentes para su preparacion en el laboratorio en
comparacion con otros agares modificados.

Otros estudios reportaron que el aceite de coco es un antibacteriano
eficaz frente a Listeria monocytogenes y a Listeria ivanovii,'® de igual
forma contra Streptococcus mutans."” Por esta razon, en nuestros ha-
llazgos no se observd contaminacion bacteriana en ningun cultivo.
Pese a esto, el aceite de coco tiene propiedades antifiingicas discuti-
bles en comparacion con otros suplementos, lo que explicaria el cre-
cimiento de hongos en casi el 40 % de las muestras. Otros estudios
sefialan que las propiedades antimicéticas del aceite de coco van mas
dirigidas a hongos patogenos como la Candida Albicans."® ' Esto
podria justificar que el agar de Leeming y Notman suplementado con
aceite de coco haya presentado mayor nimero de colonias de Malas-
sezia spp., el cual es un hongo no necesariamente patdgeno comin
en la piel.

Manna et al.® utilizaron una preparacion de agar leche de coco y lo
compararon con el agar de Dixon modificado, siendo el primero mas
efectivo para aislar especies de Malassezia spp. en menor cantidad
de dias. Se explica que la leche de coco posee acidos grasos, como el
acido laurico, necesarios para el desarrollo de esta levadura, debido a
su lipofilicidad similar al aceite de coco en cuanto a sus componen-
tes.!® Sin embargo, Sudarsan et al.?° encontraron que otros suplemen-
tos, como la mantequilla y el aceite de almendras, serian propuestas
eficientes y econdmicas para el aislamiento de Malassezia spp. Se
sugiere que, en proximos estudios, se apliquen nuevos suplementos
lipidicos y medios de cultivo que no requieran de muchos insumos,
por ejemplo, el agar de Sabouraud suplementado con aceite de coco
seria una buena alternativa, ya que este estudio reporta que se puede
obtener un nimero considerable de colonias aisladas.

Una de las limitaciones del presente estudio es que no se utilizaron
algunos insumos que eran parte de las pruebas confirmatorias, como
el Cremophor aplicado para determinar patrones en la asimilacion
de los Tween en la identificacion de la especie de Malassezia. No
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obstante, los procedimientos utilizados para determinar la frecuencia
de las especies descritas, como la prueba de catalasa y la hidrélisis de
bilis esculina, han sido reportados como eficientes.?! De esta forma,
Malassezia furfur es la especie de Malassezia spp. mas comun en la
piel, segun la literatura, y la responsable de varias afecciones cuta-
neas,”?* tal como nuestros hallazgos sugieren. La correcta identifica-
cion de especies de Malassezia spp. es importante para la asignacion
de tratamiento adecuados. Por otro lado, no se recomienda usar ras-
pados de piel para el sembrado de muestras, ya que se observo que,
a pesar de tener un examen directo positivo, el cultivo dio negativo,
debido a que este tipo de muestra no presenta una buena distribucion
en el medio de cultivo. Por este motivo, se reafirma que el agar pro-
puesto solo sirve para el aislamiento de Malassezia spp.

CONCLUSION

La mediana del area de lesion fue de 2 cm? donde predominaron las
lesiones leves, como las areas blanquecinas en la piel, en compara-
cidn con las lesiones graves como el querion. También se evidencio
que ambos agares son Utiles para aislar esta levadura, pero el medio
suplementado con aceite de coco permite el crecimiento de una ma-
yor cantidad de colonias en comparacion con el agar suplementado
con aceite de oliva. El agar de Leeming y Notman modificado con
aceite de coco es una propuesta que resulta ser accesible y presenta
mayor cantidad de acidos grasos de cadena mediana a larga, favora-
bles para el desarrollo de esta levadura.

Financiamiento: Esta investigacion fue autofinanciada por los auto-
res del estudio.

Conflictos de interés: No existe conflicto de interés.
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