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Nota

Empleo de discos de papel secante
para la conservacion de cepas de
Malassezia spp
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Resumen

Se emplearon cepas de referencia del género Malassezia para comparar las

técnicas tradicionales de conservacion (subcultivo y congelamiento a —-80 °C
con glicerol) con la técnica de preservacion en discos de papel secante,
determinando su viabilidad y caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

El método de papel secante para la conservacion de cepas de Malassezia spp
es recomendable por su facil implementacion en el laboratorio de rutina, su bajo
costo y buen rendimiento.
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Summary

Reference strains belonging to the genus Malassezia were analyzed to evaluate,

by comparison, different preservation systems such us subculture, freezing at
-80 °C in glycerol, and blotting paper-disc conservation. The viability,
phenotypic and genotypic characteristics of the strains used in this study was
evaluated. The blotting paper method was found to be advantageous to
preserve Malassezia spp strains due to both, its simple implementation in the
laboratory and its efficiency.
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El género Malassezia estd compuesto por levaduras
lipéfilas incluidas en la clase basidiomicetes [1,6,12,17],
que fueron reconocidas por mas de un siglo como habitan-
tes normales de la piel humana y de ciertos animales de
sangre caliente [8]. Sin embargo, bajo la influencia de fac-
tores predisponentes se las identifica como agentes etiol6-
gicos de enfermedades tales como pitiriasis versicolor
(PV), foliculitis y fungemia, y como factor asociado a der-
matitis seborreica, psoriasis, dermatitis atépica, onicomi-
cosis, pustulosis neonatal y otitis externa maligna [4]. Su
relacion con la PV se conoce desde 1846, cuando Eichs-
tedt observé la presencia de levaduras y filamentos en
escamas de pacientes que padecian esta enfermedad [5].
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El hecho de que las especies de Malassezia sean
dimorfas, sumado a que fue imposible obtener cultivos de
las mismas durante mucho tiempo, hizo que los micélogos
creyeran que las distintas formas correspondian a organis-
mos diferentes, lo que llevé a que se incluyeran en dos
géneros separados: Pityrosporum para la fase levaduri-
forme y Malassezia para la micelial. Por este motivo
durante muchos afios coexistieron ambos sistemas taxond-
micos [2,9].

En 1996 Guého y cols. realizaron una revisién
taxondmica del género, aceptindose el nombre Malassezia
como el correcto para el mismo [9]. Esta revisién se hizo
en base a caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, ultra-
estructurales y moleculares, agregdndose a las especies ya
conocidas (Malassezia furfur, Malassezia sympodialis y
Malassezia pachydermatis) cuatro nuevas: Malassezia slo-
offiae, Malassezia obtusa, Malassezia globosa 'y Malasse-
zia restricta [2,7]. Recientemente, se han agregado cuatro
nuevas especies a las ya descritas, Malassezia japonica
[18], Malassezia dermatis [19] en humanos y Malassezia
equi y Malassezia nana en animales [11,16]. El gran po-
limorfismo micromorfolégico y la carencia de métodos
adecuados para el aislamiento y preservacion de estas
levaduras fueron las principales razones que dificultaron
su estudio.

El aislamiento e identificacién de Malassezia spp,
principalmente las especies lipido-dependientes, continda
siendo dificultoso debido a su baja viabilidad, especial-
mente con M. globosa.



El objetivo de este trabajo fue comparar el método
de conservacién en discos de papel secante con los méto-
dos tradicionales del subcultivo y el empleo de glicerol
como crioprotector seguido de conservacién a —80 °C. Se
evalud la conservacion determinando su viabilidad y la
conservacion de las caracteristicas fenotipicas y genotipi-
cas de las cepas en estudio.

Este trabajo fue realizado empleando las cepas de
referencia gentilmente cedidas por el Dr. J. Guillot (Ecole
Nationale Véterinaire College d’ Alfort, Maisons-Alfort,
Francia) y por el Instituto Dr. Carlos G. Malbran (INEI-
Micologia, Buenos Aires, Argentina) (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de referencia utilizadas.

Especies de Malassezia Numero de coleccion

M. slooffiae JG' 554 = CBS 7956
M. furfur CBS? 1878

M. sympodialis CBS 7222

M. globosa GM:7

M. globosa GM 35 = CBS 7996

M. restricta RA*42.2.C = CBS 7877
M. pachydermatis CBS 1337

M. obtusa INEI®

 JG: Jacques Guillot, Ecole Nationale Veterinaire College d"Alfort, Maisons-Alfort, France
2 CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Delft, The Netherlands

3 GM: Gillian Midgley, St. ThomasHospital, London, UK

* RA: Ruth Ashbee, Department of Microbiology, University of Leeds, UK

 INEI: Instituto Dr. Carlos Malbran, Buenos Aires, Argentina

El método del subcultivo fue realizado empleando
la técnica desarrollada por Guého y cols. [9], y Guillot y
cols. [10], que consiste en realizar subcultivos sucesivos
de la cepa cada 15 6 30 dias en agar de Dixon modificado
(ADm), incubados a 32 °C.

El método de congelamiento se realizé segtin lo
indicado por Crespo y cols. [3]. Se prepard una suspension
de la levadura, crecida durante cinco dias en agar gluco-
sado de Sabouraud con el agregado de aceite de oliva, en
1 ml del agente crioprotector (glicerol 10%) que se con-
gelé a —80 °C.

El método en discos de papel secante fue realizado
de la siguiente manera: se colocaron discos de papel de fil-
tro Wathman N° 4 (2 mm de didmetro) en sobres de papel
aluminio, dentro de placas de Petri. Dichas placas se este-
rilizaron en horno a 160-180 °C durante 3 h. Con un cul-
tivo de cinco dias de desarrollo se prepar6 una suspension
en solucién fisiolégica equivalente al patrén nimero 10 de
la escala de Mc Farland. A continuacién se embebieron los
discos con dicha suspensién, en campana de flujo laminar
y, posteriormente, se secaron en estufa a 37 °C y se guar-
daron a 4 °C.
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Para el estudio de viabilidad, los discos corres-
pondientes a las distintas especies fueron inoculados en
medio ADm cada 30 dias. A los cultivos obtenidos se les
realizaron pruebas bioquimicas convencionales (prueba
de la catalasa, asimilacién de compuestos tween [10],
prueba de la esculina y termotolerancia [13,14]) para
verificar sus caracteristicas fenotipicas. También se rea-
lizé una técnica molecular de PCR [15] a fin de confir-
mar sus caracteristicas genotipicas. En este estudio se
detecta el polimorfismo del DNA fingico entre las se-
cuencias especificas mini-satélites con el oligonucleétido
[5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’] derivado de la secuencia
central (core) especifica del fago 13 [20]. Con el fin de
evaluar el perfodo durante el cual este método podia ser
util para la preservacion, se repitié el estudio durante seis
meses, comprobando que durante dicho periodo, todas las
especies de Malassezia permanecieron viables. Se com-
probé también, al realizdrseles pruebas bioquimicas y
moleculares a los cultivos obtenidos mensualmente, que
estas levaduras mantuvieron sus caracteristicas fenotipicas
y genotipicas durante este tiempo, caracteristicas que no
siempre pudieron observarse en los subcultivos periddicos.
Con respecto al congelamiento a —80 °C observamos re-
sultados similares en cuanto a la conservacion de las
caracteristicas genotipicas y atin durante periodos mds pro-
longados, pero presenta la desventaja que se debe contar
con el equipamiento correspondiente

Como fuera mencionado previamente, la baja via-
bilidad de las especies de Malassezia constituye una de las
principales dificultades en el estudio de este género. Al
emplear discos de papel secante para la conservacion de
las cepas, éstas se mantuvieron viables durante los seis
meses que durd el estudio. Este método es ventajoso
debido al menor consumo de tiempo del operador, la con-
servacion de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas y
el bajo coste con respecto al subcultivo y mantenimiento a
—80 °C. Debido a la reclasificacion del género Malassezia
estos estudios deben ser continuados en un mayor lapso
de tiempo, a los efectos de lograr una adecuada preserva-
cién de los aislamientos de este género, asi como para la
evaluacion de la viabilidad durante dichos periodos. De
acuerdo con nuestros resultados, consideramos esta técnica
recomendable para el mantenimiento de cepas de Malas-
sezia durante periodos relativamente cortos, asi como tam-
bién para el envio de cepas entre laboratorios, ya que no
involucra utilizacién de instrumental excesivamente cos-
toso ni de alta complejidad, y el papel secante conteniendo
estos organismos, es facil de embalar, lo que hace que la
preparacion para el envio sea econémica y sencilla.
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