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El género Malassezia ha sido revisado recientemente y, hasta el momento,

se acepta que incluye 11 especies, que no siempre pueden ser diferenciadas
mediante pruebas fisioldgicas y morfoldgicas. En este trabajo se investigé la
concordancia entre las pruebas fenotipicas y un método molecular rapido en
la identificacion de especies de ese género. Se analizaron 92 aislamientos
clinicos de Malassezia spp. obtenidos de pacientes argentinos entre 2001 y
2005 y tres cepas de referencia (Malassezia furfur CBS-7019, Malassezia
sympodialis CBS-7222 y Malassezia slooffiae CBS-7956). El método molecular,
basado en amplificaciéon del ADN por PCR y su digestion con tres diferentes
endonucleasas (PCR-REA), permitié identificar inequivocamente los 92
aislamientos clinicos (63 M. sympodialis, 18 M. furfur, 10 Malassezia globosa y
una Malassezia obtusa) y las tres cepas de referencia. Mediante las pruebas
fenotipicas se logr¢ tipificar 85 aislamientos y dos de las cepas de referencia
(concordancia total > 91%). Para las especies mas frecuentemente
involucradas en patologia humana, tales como M. sympodialis, M. furfur y

M. globosa, la concordancia oscilé entre 84-96%, lo que indicaria que los
estudios fenotipicos son Utiles para la identificacién presuntiva de estos
miembros del género en laboratorios que aun no tienen acceso a la
metodologia molecular.
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Concordance between phenotypical features and
PCR-REA for the identification of Malassezia spp.

The genus Malassezia has been recently revised and nowadays includes

11 species that cannot always be differentiated from each other by
physiological and morphological tests. This study was aimed to evaluate the
correlation between a molecular method and conventional phenotypic features
in the identification of Malassezia spp. To achieve this aim, 92 Argentinean
clinical strains isolated between 2001 and 2005 were analyzed along with
three reference strains (Malassezia furfur CBS 7019, Malassezia sympodialis
CBS 7222 and Malassezia slooffiae CBS 7956). By using PCR and restriction
enzyme analysis with three different DNA endonucleases (PCR-REA), the
molecular method consistently identified all three reference strains and all

92 clinical isolates as follows: 63 M. sympodialis, 18 M. furfur, 10 Malassezia
globosa and one Malassezia obtusa. Phenotypic studies undentified 85 clinical
isolates and two of the reference strains (total agreement > 91%). In particular
for M. sympodialis, M. furfur and M. globosa, the species more frequently
involved in human pathology, the agreement ranged between 84 and 96%.
This result suggests that phenotypic studies are suitable for the presumptive
identification of important Malassezia species in the clinical medical mycology
laboratories where molecular methodologies are not available.
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La taxonomia del género Malassezia fue revisada
en 1996 por Guého et al. [8], estos autores utilizando
caracteristicas bioquimicas, morfolégicas y genéticas des-
cribieron siete especies involucradas en patologia humana
y animal: Malassezia furfur, Malassezia sympodialis,
Malassezia globosa, Malassezia obtusa, Malassezia res-
tricta, Malassezia slooffiae y Malassezia pachydermatis.
En los tltimos afios se han descrito cuatro nuevas especies,
Malassezia dermatis, Malassezia japonica, Malassezia
yamatoensis y Malassezia nana, las cuales no resultan
facilmente identificables por sus caracteristicas fenotipi-
cas, por lo que se debe recurrir a técnicas moleculares
[15,19,25-27].

La identificacién de Malassezia es fundamental
para determinar el papel de cada especie en la patologia
dérmica o en las infecciones sistémicas. Uno de los incon-
venientes de la tipificacion radica en la dificultad para
aislar levaduras lipofilicas a partir de los materiales clini-
cos. Especies como M. globosa, M. restricta y M. obtusa
son de naturaleza extremadamente labil y, en muchos
casos, tras su cultivo, pierden viabilidad. Otro problema es
que las pruebas bioquimicas no son faciles de interpretar y
no siempre permiten llegar a una caracterizacién inequi-
voca. Por esta razén, diversos autores fueron agregando
otras pruebas fisiologicas para facilitar la identificacion
[6,8,10,12,17,18].

Simultaneamente, y debido a lo laboriosa y no siem-
pre exitosa identificacion fenotipica, se comenzaron a des-
arrollar métodos moleculares, como PCR fingerprinting
[13,30], cariotipificaciéon y RAPD-PCR [3], AFLP (ampli-
fied fragment length polymorphism) y DGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis) [29], con resultados poco
promisorios para el uso en andlisis de rutina por su labo-
riosidad y el coste del equipamiento requerido. Reciente-
mente, analizando las secuencias D1/D2 del ADN riboso-
mal de la subunidad 26S, Sugita et al. describieron nuevas
especies del género [25-27]. En 2000, Guillot et al. [9],
disefaron una PCR con iniciadores que amplificaban la
secuencia de la subunidad ribosomal mayor de Malassezia.
El producto obtenido, tras una digestién con tres enzimas
utilizadas individualmente, presentaba un patrén tnico
para las siete especies descritas por Guého et al. en 1996.
La técnica fue denominada PCR-REA.

Por el momento, en la mayoria de los laboratorios
donde se realiza diagndstico micoldgico, los métodos de
identificacién molecular no desplazan a los basados en
pruebas fisioldgicas a pesar de los resultados contradicto-
rios que pueden dar algunas pruebas bioquimicas. La dis-
cordancia entre fenotipificacion y genotipificacion es reco-
nocida en especies de Malassezia [11]; sin embargo, hasta
el momento, no se habia estudiado la concordancia entre
ambas metodologias.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la concor-
dancia entre el método fenotipico y el método molecular
basado en la PCR-REA en la identificacion de las especies
de Malassezia mds cominmente aisladas de patologia de
piel en Argentina.

Materiales y Métodos

Microorganismos. Se utilizaron 92 aislamientos de
Malassezia spp., obtenidos de infecciones de piel en
pacientes argentinos entre los afios 2000 y 2005. Se inclu-
yeron tres cepas de referencia: M. furfur CBS 7019,
M. sympodialis CBS 7222 y M. slooffiae CBS 7956. Los
aislamientos estaban conservados en la coleccién de cul-
tivos del Departamento de Micologia del INEI-ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran”.
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Las levaduras fueron mantenidas en agar Dixon
(extracto de malta 3,6%, peptona 0,6%, Bacto Oxgall 2%,
Tween-40 1%, glicerol 0,5%, agar 1,5%) mediante cul-
tivos sucesivos cada 15 dias a 32 °C + 1 °C durante el es-
tudio.

Ensayos de fenotipificacion. Todos los aislamientos
y cepas fueron identificados nuevamente utilizando el
método fenotipico propuesto por Guillot et al. [10] y
Guého et al. [8] modificado en nuestro laboratorio [4].
Brevemente, las caracteristicas macro y micromorfoldgi-
cas de las colonias se estudiaron en medio de Dixon,
solido y liquido respectivamente. Se realizaron pruebas
de crecimiento a 25 °C, 37 °C y 40 °C, deteccién de ca-
talasa y desarrollo en medios de cultivo conteniendo
Tween 20, 40, 60 y 80, como fuente lipidica. Como prue-
bas complementarias se incluyeron la deteccion de B-glu-
cosidasa (hidr6lisis de la bilis esculina) y la produccién
de pigmento en medio con triptéfano [17,18]. La identifi-
cacion fenotipica fue realizada por duplicado para cada
cepa.

Identificacion molecular (PCR-REA). Las levadu-
ras fueron cultivadas durante 72 h con agitacién orbital
(120 rpm) a 32 °C en un medio de cultivo formulado por
Civila et al. [5], conteniendo 2% glucosa, 1% peptona, 2%
Bacto Oxgal. La extraccion y purificacion del ADN se rea-
liz6 utilizando las técnicas de Moller et al. [20] y Perrotta
et al. [22], respectivamente.

Se emplearon los iniciadores Malup
(5’-AGC-GGA-GGA-AAA-GAA-ACT-3’) vy Maldown
(5’-GCG CGA AGG TGT CCG AAG-3’) (Transgenomic,
Inc. Omaha, EE.UU.) para amplificar la subunidad mayor
de RNA ribosomal [9]. Las condiciones de trabajo fueron
estandarizadas con 30 ng de ADN gendémico, 0,5 pmol de
cada iniciador, MgCL: 1,5 mM, dNTPs (Invitrogen-Tech-
Line Life, EE.UU.) 0,2 mM, Tag DNA polimerasa (Perkin-
Elmer Cetus Norwalk, EE.UU.) 1,5 U y tamp6n 10X para
un volumen final de reaccién de 50 pl. La amplificacion se
realizé en un termociclador Perkin Elmer 9600 versién
2.01. El programa utilizado fue: un ciclo de 2 min a 94 °C,
seguido por 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min a 55 °C,
1 min a 72 °C, y una extension final de 10 min a 72 °C.
La digestion del producto de PCR obtenido se llevé a cabo
usando, separadamente, tres endonucleasas de restriccion:
Baml (Promega Corporation, EE.UU.), Haell (Amersham
Pharmacia Biotech, Reino Unido) y Mspl (Amersham
Biosciences, Reino Unido), segin condiciones del fabri-
cante.

Los productos digeridos fueron sometidos a electro-
foresis en gel de agarosa (Perkin Elmer, Separation of
GeneAmpR PCR Products) al 4% en tampén TBE 1x
durante 90 min a 120 V. Se utiliz6 el marcador 100 bp
DNA Ladder (Invitrogen) como referencia para determinar
el tamafio de las bandas. Los geles fueron coloreados con
bromuro de etidio a una concentracién de 10 pg/ml. La
imagen de los geles fue capturada en un fotodocumentador
Bio-Rad Gel Doc 1000. La identificacién molecular de
cada cepa fue realizada por duplicado.

Resultados

Los 92 aislamientos y las tres cepas de referencia
identificadas por PCR-REA presentaron un perfil de ban-
das unico y caracteristico de la especie, coincidente con el
descrito por Guillot et al. [9] (Figura 1). En ningtin caso se
detectaron bandas de restriccion adicionales.

Utilizando esta metodologia identificamos 63
M. sympodialis, 18 M. furfur, 10 M globosa, una M. ob-
tusa y las cepas de referencia (Tabla 1).
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Ochenta y siete cepas pudieron identificarse co-
rrectamente por el método fenotipico: todas las pruebas
bioquimicas arrojaron perfiles en concordancia con los
de las especies a identificar. Siete aislamientos y la cepa
M. slooffiae CBS 7956 no fueron correctamente identifi-
cados en los ensayos de fenotipificacién (Tabla 2). La
concordancia general entre ambas metodologias fue del
91,6%. La concordancia para cada una de las especies
ensayadas fue del 84,5% o superior (Tabla 1).

La morfologia macro y microscopica de los aisla-
mientos y las pruebas de crecimiento a 25 y 37 °C coinci-
dieron con las descritas para las diferentes especies en
todos los casos. La produccién de pigmento en medio enri-
quecido con triptofano, propuesta como caracteristica feno-
tipica de M. furfur [18], fall6 para una cepa de esta espe-
cie y dio positiva para la cepa de referencia M. slooffiae
CBS 7956. Dos cepas de M. furfur, termorresistentes a
40 °C por definicién, fueron termosensibles. Dos cepas,
una de M. obtusa y otra de M. globosa, descritas como
termosensibles, crecieron a 40 °C. Dos aislamientos de
M. sympodialis dieron un resultado falso negativo para la
prueba de deteccién de B-glucosidasa, prueba que permite
separarla de M. slooffiae (Tabla 2).

Ninguna de las cepas estudiadas presentd las ca-
racteristicas fenotipicas descritas para M. japonica y
M. yamatoensis.

Discusion

En los tdltimos afios las infecciones por Malassezia
han aumentado, no sélo asociadas con patologia dérmica
sino también con formas clinicas sistémicas en pacientes
inmunocomprometidos con o sin alimentacién lipidica
parenteral [1]. Todas las especies del género, a excepcion
de M. nana, han sido descritas como agentes de infeccio-

Tabla 1. Concordancia entre PCR-REA y los ensayos de fenotipificacion.

Identificacion

Identificacion .
correcta por  Concordancia
correcta por ensavos de (%)
PCR-REA ayos de o
fenotipificacion

M. sympodialis (n = 64)* 64 62 96,9

M. furfur (n = 19)* 19 16 84,5

M. globosa (n = 10) 10 9 90,0

M. obtusa (n = 1) 1 0 ND

M. slooffiae, CBS 7956 1 0 ND

Total 95 87 91,6

*Incluye la cepa de referencia M. sympodialis CBS 7222, ® Incluye la cepa de referencia
M. furfur CBS 7019, ND: no determinado por contar con una sola cepa de la especie.

nes humanas [15]. Sin embargo, los datos son fragmen-
tarios principalmente para las especies recientemente des-
critas.

Los primeros autores en utilizar esquemas fenotipi-
cos de identificacion para las especies de Malassezia
encontraron que algunas pruebas bioquimicas presentaban
inconvenientes en la lectura [10,12]. Los fallos se adjudi-
caron a los requerimientos nutricionales especiales de
estas levaduras y fueron resueltos con el uso de diversos
métodos moleculares. Estas metodologias confirmaron la
identificacion de las especies inicialmente descritas por
Guého et al. e, inclusive, permitieron detectar nuevas espe-
cies que por sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas
resultaban dificiles de diferenciar [11,13,19,25-27].

En este estudio, la concordancia total (91,6%) entre
el método fenotipico y la PCR-REA, fue superior a la des-
crita por Gupta et al. [11]. Estos autores encontraron un
86,2% de concordancia entre los métodos fenotipicos y los
genotipicos (RFLP y secuenciacién de las regiones del
RNA ribosomal) cuando estudiaron 104 aislamientos.

Al analizar la concordancia por especie estudiada,
nuestros valores fueron superiores al 84,5% para las tres
especies descritas como frecuentes en patologia humana
(Tabla 1) [2,4,7, 14,21,23,24,28]. Esto nos permite inferir
que al menos para M. furfur, M. globosa y M. sympodialis
el método fenotipico puede ser utilizado en la identifica-
cién presuntiva, cuando las pruebas bioquimicas y fisio-
l6gicas son la dnica posibilidad. El hecho de que sélo
tuviéramos un aislamiento de M. obtusa y una cepa de
M. slooffiae no nos permite sacar ninguna conclusién res-
pecto al valor del método fenotipico frente a la PCR-REA
en la correcta identificacion de estas especies.

Gupta et al. [11], sefialaron que M. furfur, M sloof-
fiae y M. sympodialis, pueden identificarse erréneamente
utilizando pruebas fisioldgicas. Nuestros resultados mues-
tran que, ademads de los aislamientos de estas tres especies,
M. globosa y M. obtusa presentan dificultades en su iden-
tificacién fenotipica (Tabla 2). En concordancia con otros
autores, los principales problemas estuvieron en la lectura
de los halos de crecimiento alrededor de los diferentes
Tween [9,13,17].

La produccién de pigmento en medio enriquecido
con triptofano fue la prueba bioquimica mas eficiente, con
un aislamiento de M. furfur que no produjo pigmento
(falso negativo) y la cepa de referencia M. slooffiae CBS
7956 que si lo produjo (falso positivo). Es de recalcar que
esta prueba, poco difundida, de facil realizacién y muy util
en la diferenciacion de las especies, deberia ser incorpo-
rada en la rutina de identificacion fenotipica.

Los estudios de termosensibilidad resultaron difi-
ciles de interpretar: dos aislamientos identificados como
M. furfur por PCR-REA fueron termosensibles a 40 °C,

Tabla 2. Aislamientos y cepas de Malassezia con pruebas bioquimicas discordantes.

Identificacion bioquimica

Identificacion

Aislamiento molecular Tween Produccién Crecimiento
N.° PCR-REA 20 40 80 de pigmento BE 40 °C
31 M. sympodialis (+)* +) +) S = (+)
45 M. sympodialis ) G 6 ) (S (S
88 M. obtusa ) ©) 6 ) 6 ()"
90 M. furfur +) +) (+) +) ©) (S
91 M. furfur ) +) +) ) e )"
101 M. globosa ) )" ()" S ) ()
160 M. furfur SN SN (+) =) ) +)
CBS 7956 M. slooffiae +) +) (+) () ©) +)

* Pruebas bioquimicas que difirieron de las descritas para la especie. BE: actividad B-glucosidasa (hidrdlisis de la bilis esculina).
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Figura 1. Perfiles de restriccion de las cinco especies de Malassezia incluidas en el estudio. (a) Malassezia sympodialis, (b) M. furfur, (c) M. globosa, (d) M.
obtusa, (e) M. slooffiae. Linea 1: ADN sin digerir; linea 2: ADN digerido por Mspl; linea 3: ADN digerido por Haell; linea 4: ADN digerido por Banl; linea 5:
marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen), « sefiala 500 bp.

caracteristica que diferencia a la especie de M. yamatoen-
sis. La micromorfologia y la capacidad de producir pig-
mento nos permitié corroborar los resultados moleculares,
confirmando que se trataba de M. furfur.

Algunos autores sefialan que la ausencia de una
identificacién fidedigna con las pruebas fisioldgicas, po-
dria deberse a la presencia de mds de una especie; este
hecho, sin embargo, se revelaria por PCR-REA.

Otra causa de fallo en la caracterizacion fenotipica
de especies de Malassezia podria deberse a la inexistencia
de protocolos estandarizados de tipificacion y a la falta de
trabajos multicéntricos con un nimero elevado de aisla-
mientos que avalen las pruebas fisioldgicas y bioquimicas
que se utilizan. La mayoria de los autores identifican
mediante métodos fenotipicos basados en caracteristicas
macro-micromorfolégicas, el crecimiento a distintas tem-
peraturas, la utilizacién de Tween y la produccién de cata-
lasa [8,10,12,14,21,25-28]. Sé6lo algunos autores agregan
pruebas bioquimicas adicionales, como la actividad B-glu-
cosidasa o la produccién de pigmento en medio enrique-
cido con triptéfano [4,23,24,28]. Recientemente, Kaneko
et al. [16] empezaron a desarrollar una serie de pruebas
bioquimicas capaces de identificar nueve de las once espe-
cies descritas hasta ese momento; sin embargo, el niimero
de aislamientos estudiados, incluyendo las cepas de refe-
rencia, fue bajo.

Los laboratorios de diagndstico microbioldgico son
los que obtienen la mayoria de los aislamientos, contribu-
yendo asi al conocimiento de la epidemiologia de las espe-
cies de Malassezia. La mayoria de estos laboratorios iden-
tifican estas levaduras utilizando pruebas fisioldgicas y
morfolégicas, quedando los métodos moleculares restrin-
gidos a centros de referencia. En este sentido serfa necesa-
rio realizar estudios multicéntricos utilizando procedi-
mientos estandarizados, accesibles y con el mayor nimero
de pruebas bioquimicas o fisioldgicas posibles. De esta
manera se podria establecer si las caracteristicas fenotipi-
cas descritas hasta el momento son suficientemente esta-
bles en cada una de las especies del género y si son repro-
ducibles en los laboratorios.

En este estudio, la técnica de PCR-REA propuesta
por Guillot et al. [9] nos permiti6 identificar facilmente los
aislamientos y confirmar su pureza. Los perfiles de bandas
fueron sencillos de interpretar y coincidentes con los pre-
viamente referidos para cada especie. Si bien esta técnica
diferencia siete de las 11 especies del género Malassezia,
creemos que sigue siendo un método vdlido al permitir
identificar M. globosa, M. sympodialis y M. furfur, las
especies del género aisladas con mds frecuencia en patolo-
gia humana por diferentes autores y en distintas regiones
del mundo [2,4,7,14,21,23,24,28].

La técnica de secuenciacién, altamente especifica,
no fue evaluada en este estudio ya que no esta disponible
para el procesamiento de muestras clinicas en la rutina de
los laboratorios. Sin embargo, su uso es inevitable en los
casos donde los fenotipos y la PCR-REA no permiten lle-
gar a un resultado confiable.

Por lo expuesto, y en coincidencia con otros auto-
res, opinamos que la PCR-REA que se emplea en este
estudio es un método util para identificar algunas especies
de Malassezia asociadas a patologia humana. Sin embargo,
creemos que en todos los casos la observacién macro-
microscépica y las pruebas fisioldgicas hechas por un ope-
rador entrenado, empleando técnicas consensuadas y
estandarizadas, son importantes en la identificacion de este
microorganismo. Los aislamientos con resultados ambi-
guos o discordantes entre ambas metodologias deberian
ser enviados a centros de referencia para su confirmacién
o nueva identificacion por técnicas de secuenciacion.
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