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“El peor pecado que cometemos con nuestros amigos los animales no es odiarlos, es ser

indiferentes con ellos. Esa es la esencia de lo inhumano”

George Bernard Shaw
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I. INTRODUCCION, OBJETIVOS Y ORGANIZACION DE LA TESIS

Las especies del género Malassezia (M.) son organismos levaduriformes que han ido
adquiriendo importancia por su asociacion a procesos patologicos como agentes de micosis
superficiales y sistémicas, siendo hoy consideradas entre los patdgenos oportunistas

emergentes (Batra y cols., 2005).

Estas levaduras forman parte de la microbiota normal de la piel tanto de animales como de
humanos, y pueden comportarse como patdgenos oportunistas si encuentran alteraciones de la

piel asi como un microclima adecuado para desarrollarse (Guého y cols., 1998).

Existen factores predisponentes enddgenos y exogenos que pueden influir en su desarrollo
como la temperatura y la humedad relativa altas, piel grasa, tratamiento con corticosteroides y
problemas de inmunodeficiencia (Guillot y cols., 1996; Guého y cols., 1998; Guillot y Bond,
1999 y Batra y cols., 2005).

Un rasgo fisiologico distintivo en estas levaduras es el de utilizar lipidos como unica fuente
de carbono, variando entre las especies del género pudiendo clasificarlas fisiolégicamente en

levaduras lipodependientes y levaduras no lipodependientes (Marcon y Powell, 1992).

Las lipodependientes se han asociado a patologias cutdneas en el hombre como pitiriasis
versicolor, dermatitis seborreica, foliculitis y dermatitis atopica; también con infecciones
sistémicas en personas inmunosuprimidas y en neonatos prematuros que han recibido
alimentacion rica en lipidos de forma parenteral (Martin y cols., 2001, Giusiano, 2006 y
Aspiroz y cols., 2010). Se han detectado especies lipodependientes como M. slooffiae en
gatos de raza Devon Rex con dermatitis y seborrea (Ashbee, 2007), como también Malassezia

dermatis en perros con lesiones eritematosas y pruriginosas (Midgley, 1989).

Las no lipodependientes se han asociado con dermatitis y otitis externa crénica en animales,
especialmente perros y gatos (Guillot y Bond 1999; Crespo, M.J. y cols., 2002 a y Batra y
cols., 2005).
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Malassezia pachydermatis es la Unica especie del género no lipodependiente, no requiere
suplementacion lipidica para poder desarrollarse en los medios de cultivo, es considerada
zoofila, pero se han descrito en los ultimos afios infecciones sistémicas en humanos sometidos
a alimentacioén parenteral (Morris, 1999; Muse, 2000 y Sugita y cols., 2003). Esta especie
forma parte normal de la microbiota cutanea de perros, se puede aislar a partir de piel y de
mucosas de estos animales en diferentes localizaciones anatomicas (ano, cavidad oral, area
interdigital, labio inferior y conducto auditivo externo). La ecologia de esta levadura en la piel
canina ha sido ampliamente estudiada debido a su importancia como patdégeno oportunista
(Guillot y Bond, 1999). En ocasiones puede llegar a ser patégena como consecuencia de
alteraciones en el microambiente de la superficie de la piel o defensas del huésped. Entre los
factores primarios que favorecen la multiplicacion de M. pachydermatis en los perros estan:
produccion excesiva de sebo o modificacion en las propiedades del sebo o del cerumen,
humedad elevada, ruptura de la barrera epidérmica y la presencia de pliegues cutaneos que
pueden estar relacionadas con causas subyacentes como atopia, piodermatitis, ectoparasitos,
endocrinopatias y otras alteraciones metabolicas que producen seborrea (Scott y cols., 1995;

Shandu y cols., 1995 y Harvey y cols., 2004).

Las infecciones por M. pachydermatis en animales de compaiiia suelen tratarse mediante
aplicacién de tratamientos tdpicos, basados principalmente en el uso de antifingicos y
limpiadores. En casos de otitis estos contienen polienos, azoles o alilaminas. La mayoria de
estos farmacos combinan con un corticosteroide y un antibiotico. Unos pocos productos
veterinarios contienen sélo clotrimazol (1%) o miconazol (1%) (Koch y cols., 2012). Los
principales azoles de uso tdpico activos frente a esta levadura son: imidazoles (clotrimazol,
miconazol y ketoconazol) o triazoles (itraconazol, posaconazol). La nistatina también se
encuentra disponible en preparados oOticos En Europa se combina con framicetina,
gentamicina, prednisolona y 4acido fusidico, en América se combina con acetdonido de
triamcinolona, neomicina y tiostepton. Los azoles actuan interrumpiendo la biosintesis del
ergosterol en la pared celular de este hongo (Paterson, 2016). Algunos autores han aplicado
con éxito una terapia oral con itraconazol en casos complicados con seborrea (Ahman y cols.,

2007).

Debido a la creciente aparicion de resistencia antifungica las pruebas de sensibilidad
representan un procedimiento necesario en el laboratorio de micologia clinica. No obstante,

aun no se cuenta con un método estandarizado que pueda ser aplicado a estas levaduras,
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tampoco las concentraciones de corte para los antifingicos utilizados en la terapéutica de

rutina (Nijima y cols., 2011).

Con este fin, se han ensayado diferentes metodologias, pero hasta el momento no existe un
método estandarizado ni el criterio para determinar las CMIs (Concentracion minima
inhibitoria) o funguicidas (Arikan, 2007 y Peano y cols., 2012). Esto hace dificil establecer
una conclusion de valor sobre la actividad in vitro de los distintos antifingicos y que esos
resultados tengan ademas relevancia clinica. Sin embargo, permite una valoracion objetiva de

la respuesta de M. pachydermatis a los antimicoticos que se utilicen en los fungogramas.

Distintos ensayos han mostrado que Malassezia es sensible in vitro a los azoles a bajas
concentraciones, siendo el ketoconazol el mas potente inhibidor, seguido por itraconazol.
Otros autores han utilizado nuevos azdlicos como albaconazol y voriconazol en la realizacion
de pruebas de sensibilidad antifingica a Malassezia (Garau y cols., 2003 y Quindos y cols.,
2007).

Estudios in vitro realizados durante esta década han demostrado que la gentamicina es capaz
de inhibir el crecimiento de M. pachydermatis cuando este antimicrobiano es adicionado al
medio de cultivo (Aspiroz y cols., 2010). También han demostrado que hay diferentes
modelos de crecimiento de esta levadura en presencia de diferentes concentraciones de

gentamicina adicionados al medio agar Sabouraud glucosa (Buommino y cols., 2015).

Otros trabajos han mostrado la eficacia de soluciones desinfectantes que en su composicion
contienen agua oxigenada o 4cido paracético (Vyrostkova y cols., 2012). La clorhexidina y el

hipoclorito de sodio han resultado ser activos frente a esta levadura (Madrid y cols., 2013).

Este hallazgo de sensibilidad de Malassezia pachydermatis a la gentamicina al ser adicionada
en medios de cultivos es lo que impulsa el desarrollo del presente trabajo de tesis doctoral, en

busca de su uso como agente terapéutico, asi como otros del grupo de los aminoglicdsidos.
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v" Los objetivos generales de la presente tesis son:

1. Obtencidn de un cepario de Malassezia pachydermatis

2. Evaluar métodos de conservacion y mantenimiento de Malassezia pachydermatis,
valoracion del posible uso de leche desnatada como crioconservante.

3. Evaluar la sensibilidad de M. pachydermatis frente a la accion de la gentamicina.

4. Estudiar el comportamiento de M. pachydermatis frente a otros aminoglicdsidos:
tobramicina, netilmicina y framicetina.

5. Estudiar la actividad in vitro del cloruro de benzalconio frente Malassezia pachydermatis
v Organizacion de la tesis

La presente tesis doctoral ha quedado organizada en una revisién bibliografica y un trabajo

experimental estructurado en 5 apartados bien definidos segun los objetivos planteados.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA
I1.1. Historia del género Malassezia

Eichstedt en 1846 describe la presencia de levaduras y micelios en material obtenido de
pacientes con pitiriasis versicolor, reconociendo la naturaleza fungica de esta afeccion, este
hallazgo fue confirmado en 1847 por Sluyter. En el afio 1853, Robin observo células
redondas en la piel de pacientes con caspa, y le denomind al agente etiologico de la pitiriasis
versicolor nombrandolo como Microsporon furfur. Posteriormente, el cientifico francés
Louis-Charles Malassez en 1874 informd sobre células brotantes de forma redondas y

ovaladas en el estrato corneo de pacientes con diversas enfermedades de la piel.

A 42 afios de reconocida la etiologia de la pitiasis versicolor, Baillon en 1889 utiliza el
término genérico Malassezia en honor a Malassez para nombrar hongos dimorficos
observados en lesiones de pitiriasis versicolor e identificar a Malassezia furfur como la
primera especie representativa del género. La denominacion de la especie hace alusion a las
finas escamas, de consistencia furfurdcea o parecida al salvado, que se desprende de las

lesiones en esta afeccion (Giusiano, 2006).

Sabouraud en 1904 describié dos morfologias en las lesiones de piel, proponiendo el género
Pityrosporum (P.) para la fase levaduriforme y mantuvo el nombre de Malassezia furfur para
la micelial. Se inicia asi la coexistencia de dos sistemas taxonomicos Malassezia y
Pityrosporum y se incorporan nuevas denominaciones lo que aumentd la confusion y
controversia, todo favorecido por la variable morfologica y dificultad de cultivo de las

levaduras para su aislamiento y mantenimiento in vitro (Hernandez y cols., 2003).

En 1913, los investigadores Castellani y Chalmers lograron cultivar el agente etioldgico de la
pitiriasis versicolor y llamaron Pityrosporum ovale a la forma oval y en 1951 Gordon designé
Pityrosporum orbiculare a las levaduras esféricas presentes en la piel con y sin lesiones. Este
fue el primer indicio de que el agente causal de la pitiriasis versicolor formaba parte de la
biota normal de la piel. P. orbiculare se asocid a pitiriasis versicolor y P. ovale a dermatitis
seborreica y pitiriasis capitis (caspa).

Por mucho tiempo los investigadores creyeron que eran distintos organismos la forma
levaduriforme y la micelial que observaban en las preparaciones microscdpicas de materiales

clinicos (Guillot y cols., 1996; Crespo, V. y Delgado, V., 2002 y Giusano, 2006).
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Weidman, en 1925, aisl6 una especie no lipofilica de la piel de rinocerontes que llamo M.
pachydermatis (Padilla, 2005 y Giusiano, 2006). Dodge en 1935, propuso que esta levadura

aislada de animales se incluyera dentro del género Malassezia (Giusano, 2006).

En 1939, Benham describi6 la naturaleza lipofilica de este género por primera vez, observo la
necesidad de adicionar grasas exdgenas al medio de cultivo. Shifrine y Marr, en 1963,
demostraron la incapacidad de estos microorganismos para producir acidos grasos de cadena
corta siendo esta una condicidon importante para su desarrollo lo que permiti6 la preparacion
de medios de cultivo y mantenimiento (Giusano, 2006). La arbitrariedad sobre la identidad de
M. furfur y Pityrosporum orbiculare duré mucho tiempo debido a que este organismo en los
casos de la pitiriasis versicolor se presentaba como hifas y esporas mientras que en los

cultivos y en piel sana bajo la forma de esporas (Acton, H. y Panja, G., 1927).

Sternberg, 1961 puso en evidencia que Pityrosporum y Malassezia eran sindbnimos, aplicando
la técnica de inmunofluerecencia y detectaron el mismo componente antigénico para ambos
géneros. En 1986, estudios micoldgicos, inmunoldgicos y genéticos confirmaron la
inestabilidad morfoldgica de este hongo y que la levadura (oval o redonda) y el micelio eran
solo estados simples del complejo ciclo de vida de un mismo hongo. M. furfur describia
entonces solo la fase micelial de un hongo cuya fase levaduriforme recibia los nombres de P.
ovale y P. orbiculare, segiin su morfologia. A partir de ese momento se dejo sin efecto el uso
del término Pityrosporum, adoptandose la denominacion de Malassezia para cualquiera de las

formas que se observen de este hongo (Giusano, 2006).
I1.2. Taxonomia del género Malassezia

La taxonomia del género ha sido controversial desde que fue creada por Baillon en el afio
1889. Solo 3 especies se conocian hasta el afio 1990: M. furfur (Robin) Baillon 1889, M.
pachydermatis (Weidman) Dodge 1935 y M. sympodialis por Simmons y Gueho en el afio
1990 (Giusiano, 2006).

Con la revision de las caracteristicas morfoldgicas ultraestructurales y fisiologicas asi como la
aplicacion de técnicas moleculares, especialmente la secuenciacion de ADN ribosomal, se
han descrito nuevas especies y ha permitido encontrar la posicion taxondmica del género

Malassezia (Fell y cols., 2000 y Gupta y cols., 2004).
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De acuerdo a esta revision el género Malassezia se clasifica en:

e Reino: Fungi

e Phylum: Basidiomycota
o C(lase: Ustilaginomycetes
e Orden: Malasseziales

e Género: Malassezia

El género Malassezia engloba en la actualidad 16 especies, M. pachydermatis (Weidman)
Dodge 1935 tnica especie no lipodependiente y 15 especies lipodependientes: M. furfur
(Robin) Baillon 1889, M. sympodialis (Simmons y Guého, 1990), M. restricta, M. slooffiae,
M. globosa, M. obtusa (Guého y cols., 1996); M. dermatis (Sugita y cols., 2002); M. japonica
(Sugita y cols., 2003); M. yamatoensis (Sugita y cols., 2004); M. nana (Hirai y cols., 2004).
M. equina, M. caprae (Cabafies y cols., 2007; M. cuniculi (Cabafies y cols., 2011).
Recientemente se han descrito dos nuevas especies M. Psittaci y M. brasiliensis (Cabafes y

cols., 2016).
v Identificacion morfolégica del género Malassezia

La identificacion de este género puede realizarse teniendo en cuenta caracteres macroscopicos
y microscopicos. El estudio macroscdpico se basa en el aspecto y morfologia de las colonias
al crecer en medios de cultivo, asi podemos encontrar variaciones al respecto segin la
especie. Se pueden identificar colonias de diferentes tamafios, de color crema u amarillo,
algunas veces lisas o ligeramente rugosas, brillantes u opacas; planas, cdncavas o convexas;
de textura mas o menos untuosa; con morfologia esférica, oval o cilindrica; todo dependiendo

de la especie evaluada (Hernandez, 2005).

Al microscopio se observan blastoconidias que pueden ser ligeramente alargadas, u ovales de
2-4 pm de largo por 1-2 um de ancho aproximadamente, con gemas pequefias (Bonifaz,

2012).
v' Identificaciéon de especies del género Malassezia

Diferentes pruebas de laboratorio permiten llegar a identificar género y especie.

11
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Pruebas bioquimicas

Prueba de la catalasa: Evalia si el microorganismo posee o no la enzima
catalasa que descompone el perdxido de hidrogeno en oxigeno y agua. La prueba es
positiva si se observa formacidon de burbujas (Khosravi y cols., 2008), siendo M. restricta
la unica especie del género que es catalasa negativa (Guého y cols., 1996; Hernandez,
2005; Kaneko y cols., 2007 y Cabafies y cols., 2011), aunque la reaccién de M.

pachydermatis para esta prueba es variable (Khosravi y cols., 2008).

Prueba de la wureasa: Valora la capacidad del microorganismo para
hidrolizar la urea formando dos moléculas de amoniaco por medio de la reaccion
enzimdtica de la ureasa. La prueba se considera positiva si el medio cambia de color
amarillo a fucsia debido al indicador rojo de fenol (Pérez y cols., 2002). Todas las
especies resultan positivas a dicha prueba, algunas cepas de M. pachydermatis pueden ser
negativas. Respecto a las dos ultimas especies incluidas en el género, M. psittaci y M.

brasiliensis, se desconoce su reaccion.

Prueba de la B glucosidasa: Se utiliza para evidenciar si el microorganismo produce o no
la enzima B glucosidasa, que hidroliza la beta esculina en glucosa y esculetina, por
reaccién con una sal de hierro formando un complejo de color castafio oscuro o negro
(Mayser y cols., 1997). Se considera una reaccidon positiva el cambio a color negro en el
medio de cultivo (Khosravi y cols., 2008). La mayoria de las especies del género
reaccionan de forma negativa. M. obtusa 'y M. cuniculi reaccionan de forma positiva. M.

Jjaponica'y M. yamatoensis 1o hacen de forma variable.

Prueba de asimilacion del Cremophor-EL: Determina la capacidad para asimilar el
Cremophor-EL (Aceite de castor). Se considera positiva si a los 5 dias de incubacién a
32°C se observa alrededor del pozo un halo de asimilacion y negativa si hay ausencia del
mismo (Kaneko y cols., 2007). Siendo M. furfur la Ginica especie reportada como positiva
(Mayser y cols., 1997; Hernandez, 2005 y Giusiano, 2006), aunque ultimamente para M.
pachydermatis se ha reportado una reaccion variable para asimilar el Cremophor (Ashbee,

2007).

Prueba de asimilacion del Tween: Evalua la capacidad del microorganismo para
asimilar suplementos nutricionales lipidicos como Tween 20, 40, 60 y 80 (Khosravi,

2008). La lectura se realiza evidenciando la asimilacién de cada Tween por parte de
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levadura después de 7 dias de incubacion a 32°C (Hernandez, 2005 y Kaneko y cols.,
2007), cada especie presenta distinta afinidad por ellos: M. furfur y M. dermatis asimilan
todos los Tweens, M. pachydermatis y M. sympodialis no asimilan el Tween 20, M.
restricta, M. obtusa y M. globosa no asimilan ningun Tween (Guého y cols.,1996;
Giusiano, 2006; Cabaiies y cols., 2007; Crespo, V., y cols., 2008; Nardoni y cols., 2010 y
Salah y cols., 2010).

Pruebas complementarias

Prueba del crecimiento en agar Sabouraud: Analiza la capacidad de Malassezia para
crecer en agar Sabouraud sin suplemento lipidico (Guého y cols., 1996), M.
pachydermatis es la unica especie no lipodependiente (Guého y cols., 1996; Sugita y cols.
2003; Hirai y cols., 2004; Hernandez, 2005; Kaneko y cols., 2007 y Cabaiies y cols.,
2011).

Prueba de la produccion de fosfolipasa en agar Sabouraud con yema de huevo:
Determina la produccién de la enzima fosfolipasa (Pini y Faggi, 2011). La lectura de la
prueba se realiza mediante la medicion del halo formado alrededor de la
colonia. La actividad fosfolipasa juega un papel importante como factor de virulencia, una
alta actividad fosfolipasa puede estar involucrada en el mecanismo por el cual estas

levaduras pueden generar procesos inflamatorios (Ortiz, 2013).

Prueba del crecimiento en agar Dixon a temperaturas de 37 y 40 °C: Evalua la
capacidad del microorganismo para crecer a diferentes temperaturas (Guého y cols., 1996
y Hernandez, 2005). Se ha reportado a 37 °C crecimiento débil para las especies M. nana,
M. restricta, M. equina, M. obtusa y M. globosa; buen crecimiento para: M. cuniculi, M.
dermitis, M. sympodialis, M. slooffiae, M. furfur, M. japonica, M. yamatoensis y M.
pachydermatis. Mientras que a 40°C crecen todas las especies excepto M. obtusa, M.
equina, M. restricta, M. globosa, M. japonica y M. caprae. Para las ambas temperaturas
se ha reportado crecimiento para M. pachydermatis, M. sympodialis, M. yamatoensis, M.
dermatis, M. furfur, M. cuniculi y M. slooffiae (Guého y cols., 1996; Sugita y cols., 2003;
Hirai y cols., 2004; Hernandez, 2005, Kaneko y cols., 2007 y Cabafies y cols., 2011).

13
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En la tabla 1 se resumen los resultados de las principales pruebas bioquimicas y

complementarias para la identificacion de las especies de Malassezia.

Tabla 1. Principales caracteristicas de las especies del género Malassezia

Especie Catalasa Urea b Sabouraud 40°C  37°C Tween Cremophor
glucosidasa 20 40 60 80

M. pachydermatis -+ +o0- - + + + - + + + +/-
M. slooffiae +++ + - - + + + + + - -
M. sympodialis -+ + - + + + - + + + -
M. obtusa +++ + + - - + - - - -
M. furfur ++ + - - + + + + + + +
M.globosa -+ + - - - - - - - - -
M.restricta - + - - - - - - - - -
M.equina +++ + - - - - _ + + _
M.dermatis ++ + - - + + + + + _
M.nana +++ + - - +/- +/- +o- + + /- _
M.japonica ++ + v - - + - 4/- + _ _
M.yamatoensis +++ + v - + + + + + + _
M.caprae ++ + - - +/- - - 4/- 4/- 4/ _
M.cuniculi 4+ + + - + + - - - -
M. psittaci -+ ? - - , R + + + 4 4
M. brasiliensis 4+ ? - - + +

14

(+) Crecimiento, (-) no crecimiento, (+/-) Crece débilmente, (v), variable, (?) no se ha reportado la actividad ureasa para M

psittaci'y M. brasiliensis. Tomada y actualizada de Cabaiies y cols. 2016.

I1.3. Principales hospedadores reportados para las diferentes especies

En animales se han reportado diferentes especies lipodependientes y no lipodenpendientes; M.
sloofiae, M. globosa, M. sympodialis y la especie no lipodependiente M. pachydermatis en el
conducto auditivo externo de caninos y felinos (Salah y cols., 2010); M. psittaci y M.
brasiliensis en aves (Cabaifies y cols., 2016); M. nana en oidos bovinos con o sin otitis externa
(Hirai y cols., 2004); M. sympodialis, M. slooffiae, M. furfur y M. pachydermatis en el
conducto auditivo externo de porcinos (Nardoni y cols., 2010) y también se han reportado en
diferentes sitios anatomicos en equinos a M. pachydermatis, M. equina, M. restricta, M.

Sfurfur, M. obtusa 'y M. globosa (Crespo y cols., 2002 b y White y cols., 2006).

Los principales hospedadores de las especies de Malassezia descritas en la actualidad han

quedado recogidos en la tabla 2.
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Tabla 2. Principales hospedadores de las especies de Malassezia

Malassezia spp. Principales hospedadores/otros
M. pachydermatis Animales domésticos y salvajes/ Hombre
M. furfur Hombre / Vaca, elefante, avestruz, cerdo, mono.
M. sympodialis Hombre, cerdo / Cabra, oveja
M. restricta Perro, gato / Carnivoros, aves
M. slooffiae Hombre
M. globosa Hombre / Guepardo, vaca
M. obtusa Hombre
M. dermatis Hombre
M. japonica Hombre
M. yamatoensis Hombre
M. nana Gato / Vaca, perro
M. equina Caballo / Vaca
M. caprae Cabra / Caballo
M. cuniculi Conejo
M. Psittaci Aves
M. brasiliensis Aves

Tomado y actualizado de Tértara, 2016

11.4. Malassezia pachydermatis
v' Caracteristicas morfolégicas

Macroscopicamente M. pachydermatis se caracteriza por formar colonias convexas, en
ocasiones con elevacion central, de color mate palido de dificil emulsidn, presentan una
textura suave o quebradiza, de un tamafio promedio de 5 mm. Desde el punto de vista
microscopico se observa gemacion monopolar, dando lugar a levaduras de tamafio pequefio
ovales o elipsoidales de 2.5 a 6 um. El proceso de gemacion destaca por una amplia base (es
la mas grande de todas las especies), dejando una cicatriz prominente caracteristica de la

especie (Guého y cols., 1996; Dos santos y cols., 2002 y Hernandez, 2005).
v Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas

M. pachydermatis, es la inica especie del género que no requiere de medios especiales para su
crecimiento debido a que es lipofilica, pero no depende de lipidos para su crecimiento

(Rosser, 2004; Torres y cols., 2008 y Cafarchia y cols., 2011), puede aislarse con relativa
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facilidad en medios de cultivo habituales como el agar glucosado de Sabouraud (Guillot y
Bond, 1999). Sin embargo, la incorporacioén de fuentes grasas como aceite de oliva (Ahearn y
Simmons, 1998), aceite de germen de maiz (Kiss y cols., 1996) y Tween 80 (Lorenzini y de

Bernardis, 1987), pueden incrementar su crecimiento.

La temperatura de incubacion optima es de 32-37°C, con un rango medio de 31-35°C durante
5-7 dias (Hernandez, 2005 y Giusiano 2006). No todas las especies son capaces de crecer a
temperaturas superiores a 35 °C, M. pachydermatis es capaz de crecer a una temperatura
maxima de 41 °C (Guého y cols., 1996). En cuanto a las caracteristicas bioquimicas, se evalua
la actividad catalasa y ureasa que suele ser positiva, aunque se han reportado cepas de M.
pachydermatis ureasa negativas (Brito y cols., 2007), también han sido reportadas cepas

débilmente positivas a la catalasa (Guého y col., 1996 y Guého y cols. 1998).

La evaluacion del crecimiento en presencia de suplementos nutricionales lipidicos como el
Cremophor-EL y Tweens 20, 40, 60 y 80, también son pruebas utilizadas para identificar a
estas levaduras (Guillot y cols., 1996; Boekhout y cols., 2010 y Cafarchia y cols., 2011). La
incorporacién de Tween 20 al 10 % al medio de Sabouraud inhibe el crecimiento de M.
pachydermatis. Se han realizado pruebas de asimilacion de azlcares y se han obtenido
resultados positivos utilizando como fuentes de carbono la D-glucosa, D-glucitol, acido
lactico, glicerol, trehalosa, 2-keto-D-gluconato, sorbitol, acido citrico, maltosa, inulina y
celobiosa. Como fuentes de nitrogeno puede utilizar como la peptona, KNOs y el (NH4)2SO4

(Mickelsen y cols., 1988; Breierova y cols., 1991 y Ahearn y Simmons, 1998), tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de Malassezia pachydermatis

Crecimiento Crecimiento en e el s
. Asimilacion de
en Dixon a Catalasa Ureasa
Sabouraud 120°C  37°C  40°C 10% 0,5% 0,5% 0,1%
a32°C Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80
+ + + + +o0+ +o- - + + +

(+) positivo, (-) negativo, (%) positivo débil.

Datos tomados y actualizados de Giusiano, 2006 y Cabailes y cols., 2016.
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v' Caracteristicas moleculares

En las ultimas décadas la aplicacidon de técnicas moleculares en la identificacion del género
Malassezzia ha contribuido en un mayor conocimiento del mismo y en la incorporacién de

nuevas especies al género.

Guého y Meyer en 1989, describieron que el contenido de guanina-citocina (G+C) presente en

Malassezia pachydermatis es de 55,6£,2%.

Por el contenido de G+C fue confirmado cada taxon de las diferentes especies y los
porcentajes de reasociacion del ADN/ADN fueron estimados por encima del 85%. Las
levaduras de M. pachydermatis se mantuvieron en un Unico taxén (Guillot y cols., 1995 b).
Esta especie se caracterizo por estar formada por siete tipos de secuencias diferentes (Ia-1g).
La secuencia predominante tipo la tendid a ser ubicua, ya que fue recuperada de animales
domésticos, salvajes y del hombre. En contraste, las secuencias tipo Ic, Id y Ig presentaron
una relaciéon mas estrecha con sus huéspedes al ser aisladas exclusivamente de rinoceronte,

perro y hurdn, respectivamente (Guillot y cols., 1997 y Hernéndez, 2005).

Mediante la secuencia de la region ITS 1, localizada entre la region 18S y 5.8S del ADNr, los
miembros de este género fueron clasificados en siete grupos homologos (I-VII). Las cepas de
M. pachydermatis formaron un grupo con tres tipos de secuencias diferentes (Makimura y
cols., 2000). Mediante la secuenciacion de la region IGS 1 se observo una gran variabilidad
intraespecifica en esta especie, mayor a la observada al secuenciar la regiéon ITS 1 o D1/D2,
empleando aislamientos de perros y gatos, tanto de animales sanos como de enfermos (Sugita
y cols., 2005). Al estudiar estas secuencias, se describieron 3 grupos mayoritarios, con 10
subtipos. No se pudo correlacionar esta variabilidad con ninglin tipo de patologia o especie

animal en concreto.

Se ha determinado el tamafio y nimero del ADN cromosémico del genoma de
cepas de M. pachydermatis aisladas de perros encontrados en seis cromosomas, sin observarse
variaciones intraespecificas en el numero y peso de las bandas del ADN cromosdémico
(Kiuchi y cols., 1992). De la misma forma Senczek y cols. en 1999 no observaron diferentes

cariotipos en cepas de M. pachydermatis aisladas de gatos, perros, y 0sos.

La mayor variabilidad genética entre cepas de M. pachydermatis se obtuvo al utilizar técnicas

como el andlisis del polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
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(Thompson y cols., 1997) y analisis de la amplificacién aleatoria del ADN polimoérfico

(RAPD) (Theelen y cols., 2001).

La diversidad genética de M. pachydermatis aisladas de perros y gatos fue estudiada mediante
el andlisis de RAPD y la secuencia del gen de la quitina sintasa 2 (CHS2) (Aizawa y cols.,
1999 y Aizawa y cols., 2001). En estos estudios se sugirié que M. pachydermatis podria estar
constituida por cuatro tipos genéticos diferentes. Los resultados de estas investigaciones
describieron que esta especie podria ser clasificada en 4 tipos (A, B, C y D). Las cepas se
obtuvieron a partir de diferentes muestras procedentes de diversas patologias dérmicas. Las
cepas del tipo A se aislaron principalmente de dermatitis seborreica de perros y gatos, otitis
externa, pioderma y dermatitis alérgica por pulgas, mientras que los aislamientos del tipo B, C
y D fueron recuperados de otitis externa de perros. El tipo A seria el predominante en la piel
de perros y gatos y agruparia cepas de M. pachydermatis aisladas de animales con alguna

lesion dérmica.

Castelld y cols., 2005, utilizaron los primers M13 y OPT-20 mediante la Random
Amplification Primer (RAPD). Con el M13 detectaron un solo patron de bandas para todas las
cepas ensayadas, Con el OPT-20 identificaron  cuatro tipos genéticos diferentes de M.
pachydermatis. Al igual que Aizawa y cols., 2001, encontraron un genotipo predominante, el
tipo genético I, que se observo en aislados recuperados de diferentes localizaciones
anatomicas en todos los animales. Era el Gnico tipo genético encontrado en gatos, caballo,
cabra y cerdo. Los otros tres tipos genéticos se observaron sélo en aislamientos del conducto
auditivo externo de perros. Los tipos I y IV sélo se recuperaron de oidos de perros con otitis
externas y el tipo III de oidos sanos. Un animal fue colonizado por mas de un tipo de M.
pachydermatis y se detectaron diferentes tipos genéticos en el mismo sitio corporal. Algunos

tipos genéticos solo se aislaron de dermatitis.

Nascente y cols., 2010, analizaron cepas de M. pachydermatis procedentes de perros con otitis
mediante la Random Amplification Primer DNA - Polimerasa Chain Reaction (RAPD-PCR).
Observaron una variacion en el nimero y disposicion de las bandas entre los 49 aislamientos
estudiados, agrupados en nueve patrones. No se encontré que los grupos aislados estuvieran
relacionados con la raza animal, la edad o el sexo. Concluyeron M. pachydermatis tiene
diferencias en su perfil molecular lo que les permitid clasificar a los aislados en nueve

subtipos.
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Puig y cols., 2016, realizaron una caracterizaciéon molecular de M. pachydermatis de aislados
de animales domésticos sanos y enfermos, con el fin de evaluar la diversidad molecular y la
relacion filogenética dentro de esta especie. Secuenciaron la subunidad grande (LSU) y el
espaciador transcrito interno (ITS) de los genes ARN ribosdmico, quitina sintasa 2 (CHS2) y
B-tubulina de dieciséis cepas aisladas de perros, gatos, cabras, cerdos y caballos. Se identific
un numero diferente de tipos de secuencias para cada gen diana, incluyendo algunos tipos
descritos por primera vez. Se caracterizaron cinco tipos de secuencia para la LSU, once para
la region ITS, nueve para CHS2 y ocho para B-tubulina. Se realizd un andlisis multilocus
incluyendo los cuatro genes, y el arbol filogenético resultante reveld quince genotipos. Los
genotipos se distribuyeron en dos clados bien definidos. Un clado comprendia cepas aisladas
de diferentes animales domésticos y un grupo fuertemente soportado constituido por cepas
aisladas de gatos. El segundo clado incluia cepas aisladas principalmente de perros y una cepa
extrafia aislada de un caballo. No se observé asociacion aparente entre el estado de salud de
los hospedadores animales y las cepas de hormigon. El andlisis filogenético multilocus es una
herramienta util para evaluar la variacion intraespecifica dentro de esta especie y podria
ayudar a entender la ecologia, la epidemiologia y el proceso de especiacion de M.

pachydermatis.
11.4.1. Malassezia pachydermatis en el perro

M. pachydermatis en la piel canina ha sido ampliamente investigada debido a su importancia
como patdgeno oportunista (Guillot y Bond, 1999). Estas levaduras son microorganismos
lipofilicos no lipodependientes, se encuentran presentes como microbiota normal en
diferentes partes del cuerpo sobre todo en aquellas ricas en glandulas sebaceas tales como
areas mucosas, conducto auditivo externo, pliegues cutdneos y areas interdigitales en caninos,
asi como en la piel de humanos, pero bajo la influencia de ciertas condiciones pueden causar

patologias (Ashbee, 2007 y Crespo, V. y cols., 2008).

Entre los factores predisponentes que favorecen la aparicion de enfermedad se citan cambios
que modifican el microclima de la superficie de la piel y oido, aumento de la produccion de
cerumen o sebo ya que esto proporciona un entorno rico en lipidos que favorece la
proliferacion de M. pachydermatis, maceracion humeda de la piel causado por exceso de
pliegues cutaneos, traumatismos, estados alérgicos que producen capacidad inmunitaria

reducida, infecciones bacterianas, enfermedad enddcrina, enfermedad interna como problemas
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congénitos y efectos secundarios de terapias aplicadas excesivamente con antibidticos o

corticoides (Scott y cols., 2002; Carlotti, 2005 y Nardoni y cols., 2008).

Se desarrollan asi patologias como otitis externa (Figura 1) y dermatitis (Figura 2), siendo la
otitis externa por M. pachydermatis una de las patologias dticas mas comun en perros
(Fernandez y cols., 2006 y Hossain y cols., 2007). Estas alteraciones pueden estar asociadas a
causas subyacentes como ectoparasitos, presencia de cuerpos extrafios, seborrea, alteraciones
en el sistema de defensa del hospedador (Canteros y cols., 2007 y Boehringer, 2011) y
enfermedades de tipo alérgico y/o autoinmune que pueden promover el sobrecrecimiento de
estas levaduras (Rosser, 2004), manifestaciones cutaneas como atopia, piodermas,
demodicosis, hipotiroidismo, trastornos en la queratinizacioén (Scott y cols.., 2002 y Peano y

Gallo, 2008).

Aunque la atopia tiende a ser la enfermedad més cominmente diagnosticada en perros con
dermatitis por Malassezia (Bond y cols, 1996 b), hay que tener en cuenta que no todos los
perros con atopia tienen dermatitis por Malassezia (DeBoer y Marsella, 2001). Es importante
considerar que una enfermedad concomitante puede ocurrir coincidentemente sin necesidad

de favorecer la infeccion por levaduras (Téartara, 2016).

De todas las especies de Malassezia, M. pachydermatis esta asociada con cuadros clinicos
cutaneos y oOticos en perros y gatos (Guillot y Bond, 1999; Castelld y cols., 2005 y
Boehringer, 2011). Esta levadura, se encuentra en piel normal y alterada, en los conductos
auditivos normales y anormales; en las superficies mucosas oral, anal, de la vagina y de los
sacos anales de perros y gatos sanos (Scott, 1995). Pero también, esta especie ha sido
encontrada en piel sana de otras especies animales como conejos, cabras, vacas, cerdos,
zorros, focas, y otros (Midgley, 1989; Duarte y cols., 1999; Guillot y Bond, 1999 y
Hernandez, 2005).

Actualmente se considera que M. pachydermatis tiene una relacion simbidtica con
estafilococos comensales, ya que estos microorganismos producen factores de crecimiento y
alteraciones microambientales favorables para ambos. Aparentemente este seria uno de los
motivos por lo cual es frecuente que perros con Malassezia tengan un niimero elevado de

Staphylococcus pseudointermedius en la piel (Tartara, 2016).
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Figura 1 Figura 2

W\’

Figura 1 pertenece a un perro de raza American Staffordshire terrier con otitis externa, presentaba prurito y rﬁolestias en el
oido izquierdo ademas de un exudado mal oliente. Al examen directo se observé gran cantidad de levaduras compatibles con
Malassezia spp.

Figura 2 pertenece a un perro de raza West Highland White terrier con dermatitis atopica e infeccion secundaria por
Malassezia pachydermatis.

(Fotografias cortesia de la Doctora Otilia Ferrer Quintana, Hospital Veterinario, ULPGC).

En el afio 1996, Kennis y cols. demostraron que es comun la colonizacion en la piel perioral y
del mentdn de perros sanos. Cafarchia y cols.,, 2005, coincidiendo con
Bond y Anthony 1995 y Bond y cols., 1995 a, demostraron que el area perianal es la regién
mas comunmente colonizada (60,6%), mientras que el darea inguinal es la menor
(3%), y la de mayor nimero de aislamientos de Malassezia recuperadas fueron del

area perioral y el canal del oido externo (Tartara, 2016).
v Aspectos epidemiologicos

La dermatitis por Malassezia puede afectar a cualquier raza, si bien, el Basset hound y el
West highland white terrier, presentan una mayor predisposicion, aunque dicha predisposicion
puede deberse mds a causas primarias que ha Malassezia en si misma (Nuttall y cols., 2010).
Plant y cols., en 1992 informaron en un estudio citoldgico, que los perros de las razas
Dachshund y Basset hound tenian predisposicion a desarrollar un numero elevado de M.
pachydermatis. Scott y cols., 1995, sugieren que las razas que estdn predispuestas son: West
Highland white terrier, Basset hound, Springer spaniel, Pastor aleméan, Cocker spaniel, Silky
terrier, Terrier australiano, Maltés, Chihuahua, Poodle, Pastor de Shetalnd, Lhasa apso y

Dachshuns. Bond en el afio 1996 b, en un estudio con 40 perros en el Reino unido, identifico
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un alto nimero de levaduras cutaneas de Malassezia spp. en las razas Basset hound, Cocker
spaniel y West Highland white terrier. En 1997 Bond y Lloyd indicaban en la raza Basset

hound un alto nimero de estas levaduras en membranas mucosas y en la piel de perros sanos.

En 2001, Carlotti y cols. sefialaron algunas razas con mayor presdisposicion entre las que
citaaban al West Higland white terrier, Basset hound, Dachshund, Cocker spaniel, Poodle,

German Shepherd, Collies, Shetland, Springer spaniel y Shar Pei.

Mas recientemente Carlotti, 2005 y Nardoni y cols., 2008, describieron que algunas razas
como Basset hound, Dachshund, Cocker spaniel, West Highland white terrier, Poodle, Pastor

aleman, Collies, Shar Pei, estan predispuestas a desarrollar dermatitis por Malassezia.

Debido a las diferencias entre razas con predisposicién por zonas geograficas donde se han
realizado algunos estudios Tartara en 2016 cita que “Estas diferencias pueden reflejar
variaciones regionales en la popularidad de la raza y / o diferencias en el pool de genes

regionales”.

El tipo de oreja ha sido estudiado por diversos autores como factor predisponente para el
desarrollo de otitis por M. pachydermatis. Crespo y cols., 2000 a, hallaron un mayor
porcentaje de presentacion en una raza con oreja erecta como lo es el pastor aleman (20.2%),
seguida por razas criollas y Cocker Spaniel con 19.7% y 15.9% respectivamente, al igual que
los reportado por Nobre y cols., 2001, quienes encontraron un 92.3% de los pacientes con
orejas erectas con cultivos positivos a Malassezia pachydermatis, mientras los de oreja

pendulosa correspondieron al 71.6%.

Otros estudios no han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre la
presentacion de otitis por Malassezia spp. relacionada con el tipo de oreja del paciente

(Masuda y cols., 2000).

En lo referente a la edad, Girdo y cols., 2006, obtuvieron rangos de mayor presentacion en
edades de 1- 3 afios (44.7%) y de 4 — 6 afios (35.7%); Crespo y cols., 2000 a, no encontrado

diferencias significativas respecto a este variable.

Otros autores no han observado diferencias respecto al sexo, edad y raza (Cafarchia y cols.,

2005).

No existe ninguna evidencia del contagio entre animales (Carlotti, 2005).
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v Patogenia

La patogenia de M. pachydermatis en perros no ha sido clarificada, varias teorias pretenden
explicar su accion. Debido a que no produce invasion subcdrnea, se cree que la dermatitis se
debe a reacciones de hipersensibilidad e inflamatorias, frente a productos y antigenos de estas

levaduras (DeBoer y Marsella, 2001 y Scott y cols., 2002).

Malassezia interactia héabilmente con el sistema inmune del hospedador, mediante la
respuesta humoral y celular en individuos sanos, asi como en pacientes con enfermedades
asociadas a estas (Ashbee, 2007). La respuesta del huésped a la levadura incluye mecanismos
de defensa no especificos (fagocitosis por neutréfilos), asi como mecanismos de defensa
especificos mediados por células. Las células de Langerhans presentan el antigeno que activa
células T. Estas células T se multiplican y producen linfoquinas que estimulan la fagocitosis
por los macrdéfagos y la multiplicacidon de las células basales epidérmicas. Esto conduce a la

destruccion de las levaduras o a su eliminacién mecanica (Carlotti, 2005).

El sobrecrecimiento de esta levadura en la epidermis de los caninos, estd generalmente
considerada como una dermatitis secundaria a desordenes dérmicos o sistémicos (Peano y
Gallo 2008). Thrke en 2008 describe dos tipos de dermatitis por Malassezia una primaria que
asocia a enfermedades dérmicas generalizadas e inflamatorias, con un olor rancio marcado, de
comienzo rapido y con buena respuesta a la terapia, y una dermatitis secundaria asociada a
enfermedades dérmicas inflamatorias y crdnicas caracterizadas por un fuerte olor rancio y

mucho prurito.

Cuando existen factores predisponentes y fallan los mecanismos de defensa topica o del
sistema inmune para proteger al hospedador de la proliferaciéon de estas levaduras, M.
pachydermatis se multiplica y pasa de ser un comensal a ser un ente patégeno oportunista
(Crespo M. y cols., 2000 a y Mueller, 2007). Este sobrecrecimiento produce una respuesta

inflamatoria por parte del hospedador.

La presencia de una poblacion elevada de esta levadura en lesiones de piel en perros con
dermatitis refractaria al tratamiento antibidtico y antiinflamatorio, y la respuesta clinica
después de los tratamientos antifingicos y la consiguiente reducciéon en el nimero de
levaduras proporciona una buena evidencia del papel patogénico (Dufait, 1983; Mason y

Evans, 1991; Bond y Anthony, 1995 y Tartara, 2016).
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Se ha estudiado en M. pachydermatis la actividad enzimatica de fosfolipasas, hialuronidasa,
proteinasa, condroitina-sulfatasa, lipasas e hidrolasas, proteasas, y lipooxigenasas, como
factores de patogenisidad, que contribuyen a las modificaciones de la capa lipidica de la
superficie cutanea (Coutinho, 2005; Herndndez, 2005; Ashbee, 2007 y Cafarchia y cols.,
2008). La actividad de las lipasas (fosfolipasa y lipooxigenasa) dan lugar a la producciéon de
eicosanoides que alteran la cubierta hidrolipidica de la piel y presentan un papel patégeno en
la ocurrencia de lesiones dérmicas causadas por esta especie de levadura, contribuyendo a su
virulencia (Nardoni y cols., 2008 y Cafarchia y cols., 2008). Estos eicosanoides son un grupo
de moléculas de caracter lipidico, originadas de la oxidacion de los acidos grasos esenciales
de 20 carbonos tipo omega-3 y omega-6 y cumplen amplias funciones como mediadores de la

inflamacion y de la respuesta inmune.

Ashbee, 2007, también menciona que la actividad enzimatica de las proteasas y el pH pueden

contribuir al prurito, a través de la proteolisis y la activacion del complemento.

La accion patogena de Malassezia pachydermatis se ve favorecida por sus antigenos de
superficie y por la accion de sus proteinas contra las que el hospedador genera una reaccion
inmunitaria. Se cree que los anticuerpos producidos contra estas levaduras no son protectores
y pueden contribuir a la respuesta inflamatoria. Los perros atopicos producen una cantidad
mayor de IgE que los perros normales y exhiben respuestas superiores de los mastocitos
frente a desafios intradérmicos con extractos de Malassezia. Malassezia spp produce la
proenzima zimodgeno, que activa el complemento. Las enzimas proteoliticas liberadas por el
organismo pueden estimular las terminaciones nerviosas directamente y causar sensacion de
prurito. El sobrecrecimiento de Malassezia puede causar una foliculitis concurrente por
estafilococos, lo que sugiere la existencia de cierta sinergia patogénica. La hiperplasia
epidérmica observada en dermatitis por Malassezia puede estar causada por factores de
crecimiento producidos por el propio organismo, aunque es mas probable que la causa sea una

reaccion a la inflamacion y el autotraumatismo (VETS Affinity).

Ademas, se ha demostrado que Malassezia pachydermatis podria desempefiar un papel
alergénico. Existe una hipersensibilidad de tipo 1 (inmediata). La prueba cutinea con un
extracto de Malassezia puede mostrar reacciones de hipersensibilidad inmediatas. Los niveles
de IgG e IgA especificos son mayores en perros con dermatitis por Malassezia que en perros
normales. Recientemente, la funcionalidad de la IgE anti-Malassezia se ha demostrado

mediante transferencia pasiva mediante la técnica de Prausnitz-Kiistner. Se han identificado
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algunos alérgenos importantes de Malassezia pachydermatis: proteinas con peso molecular de
45, 52, 56 y 63 kDa. La hipersensibilidad retardada es menos conocida, la respuesta
proliferativa in vitro de células mononucleares de sangre periférica en perros con dermatitis
por Malassezia no supera la de perros sanos. Las reacciones tardias (24 horas) a las pruebas
de la piel existen en perros de afloramiento con o sin dermatitis por Malassezia y son mas

frecuentes que en perros sanos (Carlotti, 2005).

La actividad patogénica de M. pachydermatis parece también estar en relacion con la
capacidad de adherencia a las células del hospedador, asi lo muestran los resultados obtenidos
por Schechtman y cols., 1995 y Florek y cols., 2014, estos autores sugieren que la diferencia
entre las cepas dependientes de lipidos y no dependientes de lipidos o su composicién de
acidos grasos puede influir fuertemente en el proceso de adhesion, encontrando una mayor
adhesion en las no lipodependientes. Akaza y cols., 2012, que en el caso de Malassezia la
capacidad de adherencia a los queratinocitos es el factor mas importante que contribuye a la

expresion de citoquinas proinflamatorias en humanos.

La funcion patogénica de esta levadura estd relacionada con su capacidad para producir
biofilm, Figueredo y cols., 2012, han observado que casi todos los aislamientos de M.
pachydermatis (95,2%) de perros con y sin lesiones cutaneas producen biofilm, sugieren que
la produccion de fosfolipasa podria actuar en sinergismo con la formacion de biofilm por
induccion o exacerbacion de lesiones cutdneas en perros. Los resultados proporcionan
evidencias para una mejor comprension de las interacciones entre las levaduras y el sistema
inmune del huésped, hacia revelar la patogenicidad de M. pachydermatis en animales.
Bumroongthai y cols., 2016, sugieren que la capacidad de formar biofilm es probable que sea
una caracteristica intrinseca de Malassezia pachydermatis y que probablemente es una causa
de obstruccion de las glandulas sebéceas, lo que lleva a la inflamacion de la piel y a un

empeoramiento de los signos clinicos
v Clinica y lesiones

Las localizaciones dérmicas mas frecuentes suelen ser el canal auditivo externo, orejas, labios,
hocico, zona interdigital, cuello ventral, axila, regién inguinal en particular pliegues de la
ingle, regién perianal, cara medial de muslos (Scott y cols., 2002) Outerbridge, 2006 y
Nardoni y cols., 2008). Uno de los signos principales es el prurito, al inicio se observa un

eritema difuso o localizado, maculas y pépulas eritematosas, alopecia difusa, un estado
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queratoseborreico graso con presencia de escamas, costras y textura grasa en la piel y el pelo.
Con frecuencia de estos pacientes se desprende un olor rancio desagradable. Las lesiones
cronicas presentan una marcada hiperpigmentacion y liquenificacién con un halo de eritema
(Carlotti, 2005; Chen y Hill, 2005 y Outerbridge, 2006), estas lesiones cronicas son

particularmente comunes en perros de la raza West Highland white terrier (Tértara, 2016).

En perros las lesiones dérmicas asociadas con M. pachydermatis pueden ser localizadas o
generalizadas, suelen ser eritematosas, con exudado graso y diverso grado de alopecia (Bond

y cols., 1995 b; Guaguére y Prélaud 1996 y Chen y Hill, 2005).

Es posible la localizacion en ganglio linfatico regional, pero la mayoria de las veces no hay

signos generales (Carlotti, 2005).

Esta levadura produce de forma frecuente una otitis cronica pruriginosa, que se caracteriza
por la produccion de un exudado de color chocolate y olor a grasa rancia, en ocasiones se
acompafia con un gran inflacion y eritema del canal auditivo externo (Guillot y Bond, 1999 y

Carlotti, 2005).

M. pachydermatis también se ha podido cultivar a partir de la microbiota conjuntival de un
bajo porcentaje (3,8%) de perros sin enfermedad ocular clinica evidente (Prado y cols., 2008).
La frecuencia de deteccion de M. pachydermatis en la microflora conjuntival fue
significativamente mayor en muestras de ojos de perros con ulceras corneales (23% de
muestras positivas) que en perros con o0jos aparentemente normales (3% de muestras
positivas). Los autores de este informe especularon que las alteraciones en el microambiente
ocular local asociado con la inflamacion o inmunodeficiencia contribuido a la mayor
incidencia de M. pachydermatis en la microflora conjuntival de los perros con ulceras

corneales (Prado y cols., 2004).

Eric y Jennifer en 2015 describieron un caso de queratomicosis en una hembra de 13 afios de
la raza Lhasa Apso, presentaba blefaroespasmos e hiperemia conjuntival del ojo derecho. La
exploracidon oftdlmica reveld tulcera estromal asociada con una placa corneal amarilla. El
crecimiento excesivo de la flora conjuntival con M. pachydermatis pudo haber creado una
situacion permisible para el desarrollo de la queratomicosis, ya que la queratitis ulcerosa
bacteriana precedi6 a la deteccion de queratitis fingica en el perro descrito. La microscopia

confocal in vivo sugirié que las estructuras fungicas estaban restringidas a una placa en la
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superficie corneal entremezclada con células epiteliales y leucocitos, pero las levaduras no

parecian extenderse mas profundamente en el estroma corneal.
v' Diagnostico

Diagnostico diferencial

El diagnoéstico diferencial incluye muchas dermatosis pruriginosa que cursa con eritema,
hiperpigmentacion y seborrea incluyendo enfermedades alérgicas de la piel, foliculitis
bacteriana, demodicosis, sarna, reaccién a farmacos, acantosis nigricans idiopatica, linfoma
epiteliotropico y todas las causas de seborrea con inflamacion cutanea. De hecho, los signos
clinicos de la dermatitis por Malassezia son tan variables que pueden simular muchas
dermatosis. Ademads, la dermatitis por Malassezia estd a menudo asociada o incluso
promovida por la mayoria de las dermatosis que se incluyen en su diagndstico diferencial

(Carlotti, 2005).
Diagnostico citolégico y microbioldgico

Este diagndstico citologico se basa en la presencia de levaduras en las lesiones de piel y la
respuesta clinica y micologica a la terapia antifungica (Tartara, 2016). La presencia de las
levaduras de Malassezia se confirma mediante el examen microscopico directo y cultivo de
raspado de piel (Difonzo y Faggi, 2008). La técnica mas usada en la identificacién
morfoldgica de las levaduras es la citologia, que permite cuantificar las levaduras presentes
por campo microscopico (Scott y cols., 2002 e Thrke, 2008). Sin embargo, Keddie y cols. en el

afio 1961 citd que el método mas confiable es el de la cinta adhesiva.

La cantidad de levaduras presentes para ser considerada como patégena no esta bien definida
y el encontrar una levadura por campo en el animal con signos clinicos compatibles debe ser
considerado significativo (Outerbridge, 2006 y Ihrke, 2008). Carlotti en 2005 afirma que por
lo menos 2 levaduras por campo son necesarias para afirmar la participacion de M.
pachydermatis en la dermatitis identificada. Guaguére y Prélaud. en 1996 consideraron que la
dermatitis por Malassezia es mas probable cuando se observan mas de 10 microorganismos
en 15 campos con aceite de inmersion elegidos al azar (1000 x). Otros autores comentan que
el nimero minimo de levaduras que indican la posibilidad de una dermatitis por Malassezia
verdadera, no es realmente conocido; ya que se demuestra una gran variabilidad de criterios

diagnosticos, variaciones entre razas y sitios corporales (Ettinger y Feldman, 2002).
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El diagndstico citoldgico se completa mediante el diagndstico micologico. Los medios de
cultivo fingicos cualitativos ayudan a confirmar los resultados de la citologia, mediante la
siembra de pelos o siembra de hisopados entre otros. Siendo el agar Sabouraud glucosa el
medio de cultivo de eleccion para el aislamiento de M. pachydermatis (Scott y cols., 2002 y
Carlotti, 2005), se hace necesario el uso de medios de cultivo con aditivo lipidico para
descartar la presencia de especies lipodependientes. Se menciona que el diagnostico de
dermatitis por Malassezia se establece ademas por la respuesta al tratamiento con una terapia
antimicotica, esta es considerada la mejor herramienta para el diagnostico definitivo (Ettinger

y Feldman, 2002; Scott y cols., 2002; Carlotti, 2005 y Nardoni y cols., 2008).

La identificacion microbioldgica concluye mediante la realizaciéon de pruebas bioquimicas
descritas previamente en el apartado I1.4 (tabla 3). No existen en el mercado galerias

comerciales para la identificacion del género Malassezia.
Histopatologia cutianea

La histopatologia cutdnea puede mostrar a veces las levaduras en la superficie de la epidermis
y en los infundibulos, particularmente en las secciones tefiidas con PAS (aunque
ocasionalmente son visibles en las secciones tefiidas con HE). Sin embargo, si no se
descubren, esto no excluye su presencia (biopsia en una zona no infectada, extraccion del
estrato corneo durante el procesamiento, etc.). La histopatologia cutanea es una técnica menos
sensible que la citologia. En cuanto a la citologia la presencia de la levadura en la piel puede
tener un significado variable, ya que puede ser descubierto en perros normales y perros con
dermatosis diferentes. En contraste, el hallazgo de Malassezia dentro de los foliculos pilosos

podria indicar una patogenicidad real (Carlotti, 2005).

Hay hallazgos comunes en biopsias de perros con dermatitis de Malassezia, 1o que lleva a un
patron que incluye: Hiperqueratosis ortoqueratosis con foyers prominentes de paraqueratosis,
acantosis y espongiosis con crestas irregulares de rete, exocitosis linfocitica de la epidermis,
pustulas intraepidérmicas neutrofilicas o eosinofilicas, reaccion inflamatoria dérmica
moderada, perivascular a difusa, con linfocitos, células plasmaticas, histiocitos ya menudo
neutrofilos, eosinodfilos y mastocitos, alineacion lineal subepidérmica de mastocitos (SLAM).
Los signos de foliculitis bacteriana concurrente no son infrecuentes. Raramente, la foliculitis
y la forunculosis se pueden observar en asociacion con la presencia de levaduras dentro de los

foliculos aéreos (Carlotti, 2005).
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Ettinger y Feldman en el afio 2002 citan también que los hallazgos de biopsias cutdneas
realizadas en perros se caracterizan por dermatitis superficial perivascular a intersticial, con
hiperplasia irregular, espongiosis difusa, infundibulo folicular y exocitosis linfocitica difusa
de la epidermis. Estos mismos autores citan también que hay una prominente paraqueratosis y

las células inflamatorias predominantes son los linfocitos, células plasmaticas e histiocitos.
11.4.2. Malassezia pachydermatis en gatos

La dermatitis por M. pachydermatis se informa rara vez en gatos (Ettinger y Felmand 2002),
en comparacion con el perro las afecciones por Malassezia spp. suele ser una patologia poco

frecuente (Hajsig y cols., 1990; Bond. y cols., 1996 a y Téartara, 2016).

M. pachydermatis puede aislarse del conducto auditivo externo y mucosas de gatos sanos, asi
como de gatos enfermos con dermatitis y otitis externa. En gatos sanos, se han informado
porcentajes de aislamientos de esta especie de levadura que van desde porcentajes menores al
10% (Baker y cols., 1997) hasta el 40% (Cafarchia y cols., 2005). En gatos con otitis externa
se ha identificado esta levadura entre un 41% hasta el 71% de los casos (Crespo y cols., 2002

a; Cafarchia y cols. 2005).

La infeccién con Malassezia se ha observado en enfermedades sistémicas que cursan con
inmunosupresion como infecciones con el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF) y

diabetes mellitus (Perrins y cols., 2007).
v Enfermedades asociadas

Otitis externa con exudado negro y ceroso, eritrodermia exfoliativa, paroniquia refractaria y
acné del menton son algunas de las enfermedades asociadas en gatos (Scott y cols., 1995 y
Muse, 2000). Tartara en 2016 cita que las levaduras son frecuentemente asociadas a lesiones
producidas por los acaros del oido (Otodectes cynotis), para este autor la otitis externa en
gatos es la mas frecuente de las presentaciones clinicas de las enfermedades asociadas a

Malassezia en los gatos.
v' Signos clinicos

Al igual que en los perros, la otitis por Malassezia se caracteriza por una cera, humeda tipo
exudado de color marréon o amarillo con eritema y prurito variable. Lesiones en la piel

relacionadas con sobrecrecimiento de Malassezia en gatos con atopia ocurren cominmente en
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la cara, area ventral del cuello, abdomen, conductos auditivos y se caracterizan por cierto
grado de alopecia, escamas grasosas, eritema, debilidad folicular e hiperpigmentacion
(Ordeix, 2007). Colombo y cols. en 2007 describe en gatos Devon Rex que la presencia de
material color marrén graso en el pliegue ungueal puede estar asociada con mas de una

especie de Malassezia, sin la presencia de prurito.

La dermatitis por Malassezia recurrente y generalizada se ha observado en un gato con
timoma, en un gato con alopecia paraneoplésica asociada a adenocarcinoma pancreatico y en
gatos con infeccion por VIF (Scott y cols., 1995; Perrins y cols., 2007 y Téartara, 2011).
Eritema y descamacion generalizada se han relacionado también con foliculitis mural

linfocitica (Mauldin y cols., 2002 y Nuttall y cols., 2010).
v Diagnostico

El diagnédstico diferencial es extenso y complejo ya que la dermatitis por Malassezia suele
estar asociada con otras enfermedades como: atopia, acné felino, dermatitis seborreica, sarna,
alergia a picadura de pulgas y alimentarias, sobrecrecimiento bacteriano, entre otros (Scott y

cols., 1995 y Ettinger y Feldman, 2002).

Chen y Hill. en 2005 proponen que un buen diagnostico es apropiado, cuando un gato con un
elevado numero de levaduras en la piel muestra una buena respuesta clinica a la terapia

antifingica.

La citologia de superficie es considerada la técnica mas Util para la evaluacion de la densidad
poblacional de Malassezia en la superficie del estrato corneo en los gatos (Tartara, 2016).
Diferentes autores han propuesto varios criterios citologicos al cuantificar el numero de
levaduras presentes por campo microscopico en las muestras de la piel para el diagndstico de
dermatitis por Malassezia en perros (Guaguére y Prélaud, en 1996 e Thrke, 2008), pero no se
ha publicado que proporciones de levaduras en la superficie de la piel felina se deben
observar. La siembra en agar Sabouraud ayuda a confirmar los resultados de la citologia
(Scott y cols., 2002 y Carlotti, 2005) y la siembra en agar Dixon modificado cuando se

sospecha de levaduras lipido dependientes.

El examen histopatologico de muestras de biopsia de piel en gatos, muestra tipicamente

hiperplasia epidérmica con hiperqueratosis irregulares (Mauldin y cols., 2002 y Tartara,
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2016). También se observa una dermatitis de interfase hidrépica con predominio de linfocitos

y eosinofilos (Ettinger y Feldman, 2002 y Tértara, 2011).
11.4.3. Aspectos zoondticos de M. pachydermatis

En el hombre se han dado casos de infecciones ocasionales por esta especie y se ha aislado a
partir de muestras de sangre, liquido cefaloraquideo y orina en neonatos prematuros de bajo
peso, internados durante largos periodos en unidades de cuidados intensivos y que han
recibido antibidticos de amplio espectro y alimentacién parenteral basada en lipidos
(Mickelsen y cols., 1988; Kwon-Chung y Bennett, 1992; Chang y cols., 1998; Giusiano, 2006
y Buommino y cols., 2015). También se ha encontrado implicada en piel de individuos con

pitiriasis versicolor y en dermatitis seborreica (Cruz y cols. 2014).

Se ha descrito un contagio zoondtico de perros de personal sanitario que tiene perro como
mascota a pacientes inmunocomprometidos (Morris, 2005). Algunos estudios sugieren que su
presencia en la piel humana esta causada por la transferencia de M. pachydermatis a partir de
piel de los animales (Chang y cols., 1998; Chryssanthou y cols,. 2001 y Buommino y cols.,
2015).

IL.5. Terapia antifingica a Malassezia pachydermatis

Para un correcto tratamiento de las diferentes patologias producidas por Malassezia
pachydermatis sera esencial corregir los factores primarios que han promovido el
sobrecrecimiento de esta levadura. Asimismo, durante el tratamiento se podrd aplicar un
tratamiento sintomatico en busca de aliviar los sintomas y un tratamiento etiologico, ambos
podran ser aplicados de forma local o sistémica. En los casos clinicos en los que no se llega a
una cura, o se manifiestan de manera recidivante, se aconseja tomar todas las medidas
correspondientes a contrarrestar las causas predisponentes y prolongar el tratamiento

especifico por el tiempo que sea necesario (Morris, 2005 y Giusiano, 2006).
v Terapia antifingica sistémica

La terapia sistémica es necesaria en muchos casos, particularmente cuando los signos clinicos

son severos y cuando las lesiones son extensas.
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Los agentes antifungicos comunmente utilizados contra estas levaduras son los derivados de
azolicos, nistatina, anfotericina B y 5- fluorocitosina. La griseofulvina y derivados de la

alilamina no son eficaces en el tratamiento de Malassezia (Carlotti, 2005).

A este respecto, estudios in vitro han reportado que Malassezia pachydermatis es sensible a
los azoles antifungicos como ketoconazol, itraconazol, posaconazol (Cafarchia y cols., 2012
b) y Weiler y cols. en 2013 citan la baja sensibilidad de clotrimazol y miconazol en esta
especie lo que demuestra que cepas de M. pachydermatis aisladas de algunos animales con
otitis son poco sensibles a estos azoles y enfatiza la necesidad de evaluar mediante

fungograma y antes del tratamiento la sensibilidad de esta levadura patdgena.

El ketoconazol es el farmaco mas comunmente utilizado. Al igual que con todos los derivados
de azdlicos, el ketoconazol actia en la union al citocromo P450, que inhibe la sintesis de
ergosterol, un componente importante de la membrana celular de hongos. Esto da lugar a
alteraciones de la permeabilidad celular y la actividad de varias enzimas de membrana. El
ketoconazol también tiene propiedades antiinflamatorias al actuar sobre la sintesis de
leucotrienos y tiene accion sobre el proceso de queratinizacion debido a su efecto sobre el
acido retinoico. La dosis es de 10 mg/kg/dia (el autor no daria mas de 200 mg/dia, la dosis
diaria humana, a un perro). Se recomienda dar el medicamento con algun alimento. La
tolerancia es generalmente buena pero los paneles bioquimicos periddicos son necesarios
durante los tratamientos largos. En efecto, un aumento de las transaminasas séricas puede ser
seguido por signos de intolerancia (anorexia, vomitos) debido a la toxicidad hepética.

También se puede usar el itraconazol a dosis de 5 a 20 mg/kg dia (Carlotti, 2005).

Paterson en 2009, Nutall y cols. en 2010 y Téartara en 2016, citan para el tratamiento sistémico
la dosis de ketoconazol de S5Smg/10 kg posologia oral durante 7 dias hasta la cura clinica y el

itraconazol Smg/kg posologia oral cada 24 horas por 7 dias hasta la cura clinica.

En contra de lo expuesto anteriormente, se ha informado de que M. pachydermatis es una
levadura con poca sensibilidad a los azoles y que la resistencia a estos agentes viene
determinada por la produccion de 14-demetilases (Garau y cols., 2003), generando cambios
en la composicion de esteroles y fosfolipidos de la membrana celular fingica, lo que conduce
a una disminucién en la adquisicién de azoles. (Guého y cols., 1996 y Gutiérrez y cols.,
2014). Sin embargo, su uso es recomendado por diferentes autores (Kiss y cols., 1997 y

Schmidt, 1997).
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Entre los azoles mas activos contra M. pachydermatis se citan a el posaconazol y el

voriconazol (Gupta y cols., 2000; Bourdeau y cols., 2004; Velegraki y cols., 2004).

Se ha demostrado que el tiabendazol también tiene actividad sobre esta especie (Nascente y

cols., 2009 b y Peano y cols., 2012.) asi como la anfotericina B (Alvarez-Pérez y cols., 2014).

La terbinafina a una dosis de 30 mg/kg via oral cada 24 horas durante 2 a 4 semanas también
ha sido 1util en el tratamiento de M. pachydermatis (Paterson, 2009; Fogel y Manzuc, 2009;
Nutall y cols., 2010 y Rosales y cols, 2005) estudiaron la actividad de la terbinafina frente M.
pachydermatis en un estudio in vivo en problemas de dermatitis canina, observando una

reduccion del 86,6% de estas cepas al final del tratamiento.

En los casos de otitis externa por Malassezia es importante tener en cuenta que la terapia
antimicotica no puede ser exitosa si no esta asociada con la remision clinica debido a una

enfermedad recurrente en su evolucion (Tartara, 2016).
v Terapia antifiingica tépica

La terapia topica es una alternativa al tratamiento sistémico, particularmente para lesiones
localizadas (cremas, geles, lociones o aerosoles). Para las lesiones extensas los champus o
lociones antifingicos son preferibles. Pueden usarse con terapia sistémica, aunque no hay
evidencia formal de que la combinacion sea de mayor valor que el tratamiento sistémico solo

(Carlotti, 2005).

En la mayoria de los casos de otitis causada por M. pachydermatis, la terapia topica parece ser
la mas eficaz y el tratamiento oral solo se recomienda después de las recaidas (Jesus y cols.,
2011). El uso de medicacidn sistémica en la otitis por M. pachydermatis no es muy eficaz
debido a la dificultad para llegar los medicamentos al area afectada o en al area de destino.

Esta es la razon por la que se recomienda la terapia topica (Pistelli y cols., 2012).

Paterson en 2009 destaco que los agentes antifngicos topicos se deben considerar
dependiendo de si estd o no afectada la membrana timpdnica, la autora cita al ketoconazol,
miconazol, nistatina, monosulfiram, tiabendazol y undecilenato de zinc para su uso en casos
donde no haya ruptura timpanica y el &cido borico y clotrimazol en casos de otitis con ruptura

timpanica.
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En el tratamiento de la otitis por esta levadura hay que tener en cuenta que pueden coexistir
infecciones debidas a bacterias Gram positivas (Staphylococcus pseudointermedius) y Gram
negativas (Pseudomomas aeruginosa) que deben ser tratadas. La mayoria de las
formulaciones comerciales oOticas de uso en veterinaria combinan agentes antifingicos,
antimicrobianos y corticoides. En casos no complicados, en los que solo se observan

levaduras en la citologia suele no estar involucrada la membrana timpanica.

Nuttall y cols. en 2010 recomiendan para el tratamiento de otitis por Malassezia
preparaciones Oticas que contengan alguno de los siguientes componentes: clotrimazol,
miconazol, nistatina o anfotericina B y en los casos de dermatitis por esta levadura aconsejan
para la terapia topica: miconazol 2% y clorhexidina 2%, clorhexidina 2 - 4%, azufre 2% y
acido salicilico 2%, piroctona olamina y monosacaridos, sulfuro de selenio y enjuagues con
enilconazol, de todos estos preparados el enilconazol es el Unico que podria ser toxico en

gatos.

Algunos autores sugieren que una dosis dticas de clotrimazol de 10 mg/ml es ineficaz para el
tratamiento topico de la otitis por M. pachydermatis, lo que sugiere que debe elevarse a 15
mg/ml para obtener buenos resultados (Gutiérrez y cols., 2014). La actividad in vitro de

clotrimazol a esta dosis es suficiente para controlar esta levadura.

La terbinafina se ha mostrado también efectiva en el tratamiento tépico 6tico, la sensibilidad
de Malassezia spp. a este antifingico también se ha evaluado mediante tratamiento oral,
llegando a la conclusiéon de que no es tan efectivo en el tratamiento otico (Leeming y

cols.,1997).

En el manejo tépico de la dermatitis por M. pachydermatis, Fogel y Manzuc en 2009, citan
que los bafios con champus suelen ser mas efectivos, que estos deben realizarse una o dos
veces por semana y que entre los principios activos mas frecuentes con actividad tdpica se
encuentran: clorhexidina, ketoconazol, miconazol, clotrimazol y la nistatina. La nistatina
también puede ser potencialmente utilizada para el control de poblaciones de M.

pachydermatis en el conducto auditivo externo.

En 2010 Patel y Forsythe, recomiendan como tratamiento de eleccién champu que contenga
miconazol 2% y clorhexidina 2% y otras preparaciones topicas como el sulfuro de selenio,
enilconazol y clorhexidina 1-4 %. En perros y gatos que requieran tratamiento sistémico

consideran al ketoconazol (2,5-10 mg/kg) o itraconazol (5-10 mg/kg en gatos).
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v' Seguimiento terapéutico

El seguimiento terapéutico es muy importante. En primer lugar, una mejora confirma el
diagnostico. El prurito generalmente disminuye dentro de una semana, mientras que las
lesiones disminuirdn claramente después de 2 semanas de tratamiento, particularmente si se
usan terapias sistémicas y topicas. La duracion del tratamiento debe ser de al menos un mes y
puede ser de hasta 2 meses para obtener una recuperacion completa. Por lo general, la terapia
se continua durante 7 a 10 dias mas alla de la curaciéon clinica. La otitis externa debe ser
tratada vigorosamente para limitar el reservorio fungico (nistatina, tiabendazol, clotrimazol,
miconazol, agentes de limpieza antisépticos, etc.). En casos de pioderma superficial
concurrente o sobrecrecimiento bacteriano, la terapia con antibidticos debe usarse
simultineamente. La dermatitis de Malassezia es a menudo secundaria a una dermatosis
subyacente, es importante diagnosticarla y tratarla apropiadamente. En el caso de la dermatitis
idiopatica en la que se encuentre implicada Malassezia o si el control de esta levadura
resultara imposible, las recaidas pueden prevenirse mediante tratamientos topicos semanales o

por administracion oral de ketoconazol 1 ¢ 2 dias a la semana (Carlotti, 2005).

v' Limpiadores oticos y desinfectantes como apoyo a la terapia anti-M.

pachydermatis

La limpieza periddica del oido suele ser necesaria en el tratamiento de la otitis externa, y
algunos de los productos utilizados pueden tener un grado de actividad antifingica que
pueden ayudar en el tratamiento, también en la prevencion de recidivas en animales con

exceso de cerumen (Lloyd y cols., 1998).

Dos estudios realizados in vitro encontraron grandes variaciones en la capacidad
ceruminolitica de numerosas soluciones limpiadoras 6ticas (Nielloud y cols., 2004 y Sédnchez-

Leal y cols., 2006).

Para evitar la proliferacion de microbios, frecuentemente son adicionadas diferentes productos
antimicrobianos a los limpiadores 6ticos. Swinney y cols. en 2008 reportaron que existe una
gran variacion en la actividad microbiana entre soluciones limpiadoras 6ticas y que la eficacia
podria estar relacionada con el paraclorometaxilenol (PCMX), el alcohol isopropilico y el pH
bajo. Guardabassi y cols. en 2010 reportaron que la combinacion de clorhexidina al 0,15% y
tris-acido etilendiamina tetraacético (tris EDTA) era muy activa frente a M. pachydermatis.

Otros estudios evidenciaron que de forma in vitro como in vivo el hipoclorito de sodio
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acidificado y el PCMX actuaban disminuyendo la poblaciéon bacteriana y de M.
pachydermatis (Lloyd y cols., 1998; Cole y cols., 2003 y Réme y cols., 2006).

La contribucion realizada por Basset y cols. en 2004 demostré que la combinacion del acido
borico y el acético (ambas al 2% de concentracion) ayudaban a resolver inicialmente otitis por

debidas a esta levadura, pero que luego se observaron continuas recaidas.

Recientemente se ha mostrado la eficacia de distintos limpiadores 6ticos en el control de las
otitis por M. pachydermatis (Mason y cols., 2013), habiéndose documentado el uso de
desinfectantes activos frente a esta levadura como chlorhexidine 0.3%, climbazole 0.5% y
Tris-EDTA (Cavana y cols. 2015), clorhexidina y polihexanida (Banovic y cols., 2013),
preparados comerciales conteniendo peréxido de hidrégeno (Vyrostkova y cols., 2012), o una
simple solucion casera de agua oxigenada al 1,5% (Marrero y cols., 2017), todos ellos se han

mostrado eficaces para el control de M. pachydermatis.

Marrero y cols., 2017, compararon distintos limpiadores Oticos comerciales con H>O»
(solucion casera, no comercial, al 1,5%), y obteniendo que esta ultima es muy efectiva in vitro
inhibiendo el crecimiento de M. pachydermatis, donde todas las cepas evaluadas mostraron
amplios halos de inhibicidn, el 67,5% de las cepas presentaron areas de inhibicién >40 mm y
una media de formacion de halo de inhibiciéon >40 mm; seguido por el EasOtic® y Otogen®
con una media de formacion de halo de inhibicion entre 3040 mm y un 65% y 37,5% de las
cepas con areas de inhibicidon >40 mm, respectivamente. Estos ultimos productos oticos
presentaron una mayor actividad contra Malassezia pachydermatis que Epi-Otic®, que
presenta una eficiente actividad antimicrobiana; seguido por MalAcetic® y OtoClean®,

respectivamente, estos dos ultimos con los valores mas bajos de efectividad.

También se han realizado ensayos de inhibicién con distintos productos naturales, se ha
comprobado la eficacia del extracto etandlico de propoleos sobre esta levadura (Lozina y
cols., 2006). El mismo efecto se ha encontrado con el aceite del arbol de té¢ (Hammer y cols.,

2000) y otras plantas aromaticas entre las que se incluye el orégano (Santin y cols., 2014).
v" Pruebas de sensibilidad antifangica

Hasta el momento, no existen pardmetros ni directrices estandarizadas dedicadas a esta
levadura, ni criterio interpretativo para el calculo de las Concentraciones Minimas Inhibitorias

(CMI50-CMI90) (Giusiano, 2006 y Chiavassa y cols., 2014).
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En 1992 el National Comite for Clinical Laboratory Standard Institute (NCCL) conocido
actualmente como Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) aprobd un método de
macrodilucion y microdilucion (M27-A) para realizar el perfil de susceptibilidad in vitro
aplicable a levaduras del género Cryptococcus y Candida, a partir de microdilucion en caldo
RPMI 1640, actualmente la version M27-A3 (CLSI 2008). Sin embargo, el protocolo
estandarizado para levaduras, no es aplicable a las especies de Malassezia, ya que no son
capaces de desarrollarse sin fuentes lipidicas en el medio de cultivo, este método fue utilizado
posteriormente para Malassezia pachydermatis, por ser una levadura no lipodependiente

(Nakamura y cols., 2000).

Estos ensayos preliminares se han realizado variando el protocolo establecido por el CLSI
(M27- A3) modificando el medio de cultivo en el cual se realiza la prueba, las condiciones de
incubacién y del inoculo (Rincén y cols., 2006; Cafarchia y cols., 2012 b y Peano y cols.,
2012). Los estudios a través de este método se han centrado principalmente en la sensibilidad
de M. pachydermatis al ketoconazol, itraconazol y otros derivados azdlicos (Nijima y cols.,

2011; Jesus y cols., 2011; Cafarchia y cols., 2012 b y Figueredo y cols., 2013).

El método comercial Etest® (AB BioDisk, Solna, Sweden), aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) para susceptibilidad in vitro de Candida sp contra fluconazol e
itraconazol (Arikan, 2007) también ha sido utilizado para evaluar la susceptibilidad de M.
pachydermatis a diferentes antimicdticos como el fluconazol y la anfotericina B (Nascente y

cols., 2003 y Alvarez-Pérez y cols., 2014).

El CLSI en los ultimos afios, ha logrado estandarizar para especies de Candida el método de
difusion en agar en el documento M-44 A2 (CLSI, 2009) en estudios recientes se ha logrado
evaluar a través de este método la sensibilidad de Malassezia pachydermatis a antimicoticos

de uso comun en perros como son el clotrimazol y el miconazol (Pasquetti y cols., 2015).
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I1I.1. APARTADO EXPERIMENTAL PRIMERO
CREACION DE UN CEPARIO DE MALASSEZIA PACHYDERMATIS

I1I.1.1. RESUMEN

La tenencia de un cepario de Malassezia pachydermatis para la realizacion de la parte
experimental de nuestro trabajo fue nuestro primer objetivo. Para ello recolectamos muestras
procedentes de 70 casos clinicos de otitis externa y dermatitis en perros y gatos. Las muestras
fueron tomadas con hisopos estériles con medio de transporte en casos de otitis y mediante
raspado con hoja de bisturi estéril en casos de dermatitis que fueron depositados en tarros
estériles y mantenidas en refrigeraciéon a -4° C hasta el momento de su procesado en el
laboratorio. Posteriormente fueron cultivadas en agar Sabouraud glucosa con cloranfenicol al
2% y sin cloranfenicol, la incubacion se realizé a 32° C durante 48 horas o hasta observar

crecimiento.

La identificacién de las cepas se realizo por sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas.
Obtuvimos asi un cepario compuesto por 70 cepas de Malassezia pachydermatis, las cuales
una vez identificadas procedimos a conservar mediante dos métodos: Congelacion a -80° C en

tubos de Eppendorf® y liofilizacién con manteniendo a 4° C.

Por ultimo, creamos con ellas un banco de datos con la relacion, especie, sexo, edad, raza y
lugar anatdmico de la toma de muestra para cada una de las cepas, el cual fue posteriormente

utilizado en el desarrollo experimental de nuestro trabajo de Tesis Doctoral.
I11.1.2. INTRODUCCION

En el afio 1880, Frantisek Kral, en Praga, Viena, establecio la primera coleccidon de cultivos
microbianos, pensando en la importancia que las colecciones de cultivos tendrian para el

desarrollo de la ciencia (Mehrotra, 2009).

Smith, D. en 1996, establece los aspectos esenciales que debe abarcar una norma para las
colecciones de cultivos microbianos, y postula: identificacion adecuada de las cepas, pureza,
viabilidad, uso de metodologias documentadas, auditorias, cumplimiento de las legislaciones,

y otros.

Los microorganismos representan un papel esencial como fuente de nuevos recursos para el

desarrollo de la medicina, la industria, la agricultura y la biotecnologia (Morales y cols.,
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2010). Por eso es necesario conservar toda esta fuente microbiana y esto se garantiza

mediante las colecciones de cultivos (Del Puerto y cols., 2009; Burguet y cols., 2012).

Un cepario es una coleccion ordenada y controlada de microorganismos: virus, parasitos
bacterias u hongos principalmente, asi como parte o productos de ellos; proteinas, toxinas o
acidos nucleicos, que se han conservado y utilizado en el diagnostico y la investigacion

(Robles, 2014).

La finalidad de una coleccion de cultivos microbianos es mantener las cepas en un estado
viable sin cambios fisioldgicos, morfologicos o genéticos; Para ello se debe realizar una
evaluacion periddica con el fin de garantizar el estado idoneo de éstos y asegurar que los

futuros experimentos que se realicen con ellos sean confiables y repetibles.

Variadas técnicas se encuentran disponibles para la conservacion de microorganismos y para
eso debe considerarse lo recomendado por la Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos
(WFCC, siglas en inglés), en sus guias generales, la cual enuncia que por seguridad y para
minimizar la probabilidad de pérdida de las cepas, cada una debe ser mantenida por al menos

2 procedimientos diferentes (Hawksworth y cols., 1999).

Fernandez y cols. en 2005 describen que todo laboratorio de micologia debe regirse por
ciertas normas o principios basicos que son: Que todos los cultivos deben conservarse vivos
y se deben mantenerse en estado de pureza, que cada cepa debe mantenerse fiel a su tipo y
que cada cepa debe conservarse al menos por 2 métodos y uno de esos métodos debe ser la

liofilizacion.

La creacion del cepario de Malassezia pachydermatis del laboratorio de micologia de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC), busca el
deposito y la preservacion de esta levadura debido a la necesidad de mantener y disponer de
cultivos de calidad indispensables para los trabajos de investigacion llevados en el

laboratorio.
I11.1.3. MATERIALES Y METODOS
v' Toma de muestras y aislamiento

Para realizar este estudio se recolectaron muestras de exudado otico y raspado de piel en

perros y gatos que acuden a consulta en Hospital Clinico Veterinario, Facultad de Veterinaria
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de la ULPGC, en Albergue insular de Bafiaderos de Gran Canaria y en Clinicas privadas del
sur de la isla, estos pacientes presentaron signos clinicos de otitis externa y dermatitis durante

el periodo de Enero 2013 a Julio 2014.

Las muestras se recolectaron con hisopos estériles con medio de transporte Stuart
(DELTALAB® Espaiia), frotando en los bordes de las lesiones himedas y exudativas de piel
y oidos de perros con diagnodstico de dermatitis clinica y otitis externa; también raspado de
piel con hojillas de bisturi estériles en lesiones de dermatitis, mantenidas a temperatura de
refrigeracion en tarros de recoleccion estériles, enviadas al laboratorio en un periodo inferior a
4 horas desde su obtencion. Las muestras fueron mantenidas en refrigeracion hasta el

momento de su procesado en el laboratorio.

Cada una de las muestras fue sembrada en medio de cultivo sdlido agar Sabouraud glucosa
(ASG) sin y con cloranfenicol al 2%. Las placas se incubaron en estufa a una temperatura de

32-35 °C durante 48-72 horas o hasta que se observo crecimiento.

Posterior a la siembra se aisld y recultivo una sola colonia en ASG y a partir de este cultivo
se procedid a realizar a cada una de las cepas un examen directo, consistente en la
observaciéon microscopica en frotis tefiidos con Gram y visualizando estructuras

levaduriformes con morfologia de huella de zapatilla.
v' Identificacién

La identificacion de los aislados en cultivo se realizéd de forma morfoldgica (macroscopica y

microscopica) y fisioldgica:
Interpretacion morfolégica:

1. Macroscopica: Observacion de colonias mates, convexas y de color crema.

Colonias con promedio Smm de didmetro.

2. Microscopica: Observacion células pequeiias, ovales o elipsoidales. Reproduccion
asexual por gemacion que deja amplia cicatriz en la célula madre al separarse

(Guého y cols., 1996, Ahearn y Simons, 1998).

Identificacion fisiolégica: se valord el crecimiento en agar Sabouraud glucosa sin

adicidn de aceite y sin tween (Guillot y Bond, 1999; Giusiano, 2006).
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v" Conservacion de cepas

Se procedié a conservar cada una de las cepas aisladas e identificadas. A partir de cultivos
puros se preparo una suspension con turbidez 6 de McFarland de Malassezias de colonias de
entre 48 a 72 horas de crecimiento utilizando 3 mililitros (ml) de agua estéril al cual se le
agrego6 0,3 microlitros (ul) de leche desnatada esterilizada en autoclave a vapor fluente, una
vez realizada se colocaron 100 pl de suspensién en cada uno de los 10 tubos Eppendorf® (
Eppendorf Ibérica, Espafia) de 1 mililitro , las cepas se conservaron en congelacion a -80 °C
(Crespo y cols., 2000 c). A la par se procedid a colocar 200 pl de la misma suspension en 10
botes para liofilizar por cada cepa, congelando al menos 48 horas a -80 °C antes de liofilizar
las cepas durante 24 horas y su posterior mantenimiento a 4 °C en refrigerador. Para el
almacenamiento en congeladores a -80 °C se colocaron los tubos de Eppendorf® en cajas
especificas para estos viales, organizadas en nimero de caja y nimero de posicion, igual
almacenamiento se realizo a los botes con los liéfilos en la nevera a 4 °C. Cada Eppendorf® y
cada lidfilo estd perfectamente identificado con el nombre de la cepa, procedencia y fecha de

congelacidn o liofilizacion respectivamente.
v Revivificacion de cepas

Las cepas almacenadas a -80 °C, fueron descongeladas y sembradas en ASG a una
temperatura de 32-35 °C durante 7 dias, posteriormente se realizd una resiembra en ASG para

obtener un mejor crecimiento.

Las cepas liofilizadas y conservadas a 4 °C, se colocaron a temperatura ambiente durante 30
minutos, transcurrido este tiempo se rehidrataron con 200 pul de agua destilada estéril y fueron
sembraron en ASG siguiendo el mismo procedimiento utilizado para las cepas congeladas a -

80 °C.
Los medios de cultivo empleados en este apartado han quedado detallados en el Anexo 1.
I11.1.4. RESULTADOS

En total se identificaron 70 cepas de Malassezia pachydermatis procedentes de casos clinicos
de otitis externa y dermatitis en perros y gatos (68 cepas provenientes de perros y 2 de gatos),
y en donde la relacion: especie, sexo, edad, raza y lugar anatémico de la toma de muestra se

detallan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Relacion de cepas de Malassezia pachydermatis estudiadas

Cepa Especie Muestra Raza Edad Sexo
MPULPGC 1001 Canino Oido Amstaff Terrier 1 afio H
MPULPGC 1002 Felino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1003 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1004 Canino Oido Labrador 5 afios H
MPULPGC 1005 Canino Oido Fox terrier 5 afios M
MPULPGC 1006 Canino Oido Bulldog Francés 5 afios M
MPULPGC 1007 Canino Oido Cocker Inglés 5 afios M
MPULPGC 1008 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1009 Canino Oido Mestizo 5 afios H
MPULPGC 1010 Canino Piel Mestizo 7 afios M
MPULPGC 1011 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1012 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1013 Canino Oido Chihuahua 3 afios H
MPULPGC 1014 Canino Oido Cocker Inglés 8 afios H
MPULPGC 1015 Canino Oido Bull Terrier 2 afios H
MPULPGC 1016 Canino Oido Mestizo 1 aflo M
MPULPGC 1017 Canino Oido Boxer 10 afios M
MPULPGC 1018 Canino Oido Mestizo 8 meses H
MPULPGC 1019 Canino Oido Labrador 12 afios M
MPULPGC 1020 Canino Oido Bulldog Inglés 5 afios M
MPULPGC 1021 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1022 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1023 Canino Oido Grifon Bruselas 5 afios M
MPULPGC 1024 Canino Oido Caniche 5 afios M
MPULPGC 1025 Canino Oido Presa Canario 1 afo M
MPULPGC 1026 Felino Piel Sphynx 4 afios H
MPULPGC 1027 Canino Oido Mestizo 5 afios H
MPULPGC 1028 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1029 Canino Oido Mestizo 5 afios H
MPULPGC 1030 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1031 Canino Oido Mestizo 5 afios H
MPULPGC 1032 Canino Oido Mestizo 3 afios H
MPULPGC 1033 Canino Oido Mestizo 5 afios M
MPULPGC 1034 Canino Oido Labrador 10 afios M
MPULPGC 1035 Canino Oido Mestizo 1 afio H
MPULPGC 1036 Canino Oido Beagle 8 afios M
MPULPGC 1037 Canino Oido Carlino 6 afios M
MPULPGC 1038 Canino Oido Labrador 5 afios M
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Continuacion de Tabla 4

Cepa Especie Muestra Raza Edad Sexo
MPULPGC 1039 Canino Oido Yorskshire Terrier 2 afios M
MPULPGC 1040 Canino Oido Labrador 1 afio H
MPULPGC 1041 Canino Oido Bulldog Inglés 9 afios H
MPULPGC 1042 Canino Oido Bulldog Francés 3 afios H
MPULPGC 1043 Canino Oido Cocker Inglés 4 afios M
MPULPGC 1044 Canino Oido Mestizo 5 afios H
MPULPGC 1045 Canino Oido Bulldog Francés 3 afios H
MPULPGC 1046 Canino Oido Bull Terrier 3 anos H
MPULPGC 1047 Canino Oido Maltés 6 afios M
MPULPGC 1048 Canino Oido Schnauzer 10 afios M
MPULPGC1049 Canino Piel Sharpei 5 afios H
MPULPGC 1050 Canino Oido Bull Terrier 3 afios H
MPULPGC 1051 Canino Oido Boxer 3 afios H
MPULPGC 1052 Canino Oido Mestizo 7 aflos H
MPULPGC 1053 Canino Oido Sharpei 2 afios H
MPULPGC 1054 Canino Oido Bulldog Francés 5 afios H
MPULPGC 1055 Canino Oido Bulldog Francés 1 aflo M
MPULPGC 1056 Canino Oido Cocker Americano 14 afios M
MPULPGC 1057 Canino Oido Mestizo 13 afios H
MPULPGC 1058 Canino Oido Cocker Inglés 5 afios H
MPULPGC 1059 Canino Oido Bulldog Francés 4 afios H
MPULPGC 1060 Canino Oido Bulldog Francés 1 aflo H
MPULPGC 1061 Canino Oido Labrador 11 afios H
MPULPGC 1062 Canino Oido Bulldog Francés 3 afios H
MPULPGC 1063 Canino Piel Carlino 2 afios M
MPULPGC 1064 Canino Oido Carlino 5 afios H
MPULPGC 1065 Canino Oido Maltés 7 afios H
MPULPGC 1066 Canino Oido Mestizo 4 afios H
MPULPGC 1067 Canino Oido Maltés 5 afios H
MPULPGC 1068 Canino Oido Agua Portugués 5 afios M
MPULPGC 1069 Canino Oido Bulldog Francés 3 afios M
MPULPGC 1070 Canino Piel Yorskshire 5 afios H
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I11.1.5. DISCUSION

Un grupo de investigacion en micologia de la facultad de veterinaria de la Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria (ULPGC) dependiente del Instituto Universitario de Sanidad Animal
(IUSA), investiga las enfermedades fungicas que afectan a las diferentes especies renta,
silvestres y de compafiia en Canarias. Es importante recordar que algunas de estas
enfermedades pueden repercutir directa o indirectamente en la salud humana, por tanto, es de
suma importancia el fortalecimiento de los ceparios orientado a satisfacer de manera oportuna
y eficiente la necesidad de cultivos micoldgicos para la investigacion cientifica. Una muestra
de ello es el aislamiento de Malassezia pachydermatis en humanos causando enfermedades
nosocomiales en recién nacidos, en los que se describe un posible rol patdogeno oportunista de
esta levadura, como lo han reportado Buommino y cols. en el afio 2015, ademds de un
incremento de casos por esta infeccion tanto en animales y humanos como lo describen Miceli

y cols. en 2011 y Cafarchia y cols. en 2012 a, en sus investigaciones.

En este trabajo no se ha aislado otra especie de Malassezia provenientes de muestras de otitis
externa y dermatitis canina y felina que no sea Malassezia pachydermatis. Todas las cepas
resultaron ureasa positivas, como lo ha descrito Nakamura y cols. en el afio 2000, no

obstante Brito y cols. en 2007 describieron cepas ureasa negativas.

De un total de 105 muestras procesadas se han obtenido 70 aislamientos de esta levadura.
Cabe destacar que aun cuando en el examen directo de las muestras durante la consulta por
otitis o dermatitis canina y felina se observaron levaduras presuntamente Malassezia spp.,
identificadas como tales por tinciéon de Gram y por su morfologia oval con gemacion de
amplia base, conseguimos tan solo un 66,6% de aislamientos, esto podria deberse a fallas
durante el manejo de la muestra tales como no sembrar durante las primeras 4 horas de haber
recolectada la muestra (a pesar de haber mantenido la muestra bajo refrigeracion en hisopos
con medio de transporte y manteniendo la cadena de frio hasta el laboratorio), o como se ha
reportado para esta especie por su baja viabilidad in vitro, que es el principal obstaculo para
su estudio en el laboratorio como lo reportan Crespo y cols. en el afio 2000 ¢ y Girdo y cols.
en 2004. También podria deberse a que no se tratase de M. pachydermatis, sino a otras
especies del género, ya que investigadores como Bond y cols. 1997, Raabe y cols. 1998 y
Crespo y cols. 2000 b, han descrito el aislamiento de Malassezia furfur, Malassezia globosa 'y

Malassezia sympodialis en oidos y piel de perros y gatos sanos y enfermos, estas levaduras
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del género precisan para su aislamiento la utilizacion de medios cultivos adicionados con
lipidos, ya que son lipodependientes. En nuestro trabajo no hemos utilizado medios de
crecimiento con adicién de lipidos debido a que M. pachydermatis es la unica especie del
género no lipodependiente y nuestro fin era exclusivamente el aislamiento de esta levadura,

quedando perfectamente identificada sin necesidad de aplicar otras técnicas de identificacion.

Las cepas obtenidas han sido conservadas por 2 técnicas: congelacion y liofilizacidn, técnicas
que minimizan al méximo el riesgo de cambio genético en las células y las mantienen viables
por 10 afios o mas como lo describen Garcia y Uruburu en el afio 2000 y Smith y cols. en el
mismo afio. Conservamos asi 10 viales por cepa por estas dos técnicas para tener stock

suficiente de nuestros aislamientos.

Estas 70 cepas de Malassezia pachydermatis han pasado a enriquecer el cepario privado del
grupo de investigacion en micologia veterinaria del IUSA, que ya contaba en su haber con un
buen nimero de cepas de Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
albidus, Candida spp., Microsporum canis, Trichophytom mentagrophytes, Trichosporon

spp., entre otros.
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I11.2. APARTADO EXPERIMENTAL SEGUNDO
EVALUACION DE METODOS DE MANTENIMIENTO Y CONSERVACION
DE MALASSEZIA PACHYDERMATIS, VALORACION DE LA LECHE
DESNATADA COMO CRIOCONSERVANTE

I11.2.1. RESUMEN

La eleccién de los diferentes métodos de conservacion y mantenimiento tienen la finalidad de
garantizar la viabilidad de cepas de M. pachydermatis para su posterior evaluacion en el
laboratorio a corto y largo plazo. La eficacia del proceso de conservacion de M.
pachydermatis, se ve afectada por varios factores entre ellos los agentes de proteccién. En
este trabajo se emplearon 70 cepas de M. pachydermatis, se evaluaron 6 métodos de
conservacion y mantenimiento. Se realizd una suspension inicial de cada una de las cepas en
agua destilada estéril a la que se agregd leche desnatada al 10%. Todos los métodos
empleados fueron sencillos, econdmicos y seguros. El método mas efectivo para la
conservacion a largo plazo de las levaduras fue la crioconservacion, ya que fue capaz de
garantizar el 100% de viabilidad en un periodo de 2 afios estudiados. En el estudio de
mantenimiento de cepas para uso a corto plazo, fue el método de los discos de papel el que
mostro los mejores resultados. Los otros métodos usados fueron: liofilizacidon, prueba en

placa, con y sin aceite, y la prueba de la preservacion en agua destilada estéril.
I11.2.2. INTRODUCCION

En la investigacion de estudios prospectivos y retrospectivos en el laboratorio se requiere
conservar y almacenar las cepas de M. pachydermatis aisladas a través de una coleccion

fingica para asi garantizar la viabilidad a corto y largo plazo (Girdo y cols. 2004).

Inicialmente es importante mencionar que, desde 1995, Dworecka y Toka ya mencionaron la
mala capacidad de las levaduras del género Malassezia para resistir diferentes métodos de
conservacion por su baja viabilidad in vitro, que es el principal obstaculo para su estudio en el

laboratorio (Crespo y cols., 2000 c; Girdo y cols., 2004 y Rocha y cols., 2013).

La necesidad de mantener las cepas de esta levadura viables durante la investigacion, requiere
tener en cuenta factores como la alteracion de las condiciones de crecimiento y supervivencia
que, a su vez, pueden inducir cambios morfoldgicos, variacion en los componentes celulares y

presencia de mutaciones espontaneas (Becerra y cols., 2006). Para minimizar estos efectos,
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procedemos a la seleccion del método de conservacidn, con factores adicionales como el

costo, la cantidad del cultivo requerida y la frecuencia de uso (Nakasone y cols., 2004).

Con el fin de garantizar la viabilidad de M. pachydermatis, diferentes autores han llevado a
cabo varios métodos de conservacion y mantenimiento, como la congelacién a - 80 ° C y en
Nitrégeno liquido, la liofilizacion, la conservacidn con agua destilada (Midgley, G. 1989, y
Crespo y cols., 2000 c), la preservacion en solucidn salina (Girdo y cols., 2004), en discos de
papel de filtro (Ramos y cols., 2006) y el almacenamiento en diferentes medios de cultivo
como el agar Sabouraud glucosa (ASG), en tubos de agar Wort inclinado, en agar Dixon
modificado y también usando medio de Leeming y Notman (ALN)( Breierova y cols.,1991;

Ramos y cols., 2006; Girdo y cols., 2004; Crespo y cols., 2000 c y Midgley, 1989).

La eficacia del proceso de conservacidon de microorganismos (virus, hongos y bacterias), se ve
afectada por varios factores entre ellos los agentes de proteccion (leche desnatada,
dimetilsulfoxido (DMSO), glicerol, suero sanguineo o albumina de suero, peptona, extractos
de levaduras, sacarosa, glucosa, metanol, polivinilpirrolidona (PVP), sorbitol, y extracto de
malta). Pocos microorganismos pueden sobrevivir después del proceso de conservacion sin un
agente protector, estos agentes pueden proporcionar un tiempo de almacenamiento mas largo,

evitando lesiones celulares (Hubalek, 2003).

La leche desnatada a una concentraciéon del 10 % es utilizada con frecuencia en la
crioconservacion y liofilizacién de muchos microorganismos, usualmente combinada con otro
crioprotector (Hubalek, 2003). Una de las hipdtesis en las que se basa el efecto
crioconservante de la leche desnatada afirma que las caracteristicas fisico quimicas de esta
sustancia le confieren a los microorganismos afinidad por el agua molecular y de esa forma
atrapan la molécula de agua en su interior, lo que impide que el agua forme cristales
geométricos ordenados, en consecuencia, la solidificacién del medio se establece con una
distribucion desordenada del agua y la sustancia toma el caracter de sustancia vitrea

protectora (Avila-Portillo y cols., 2006).
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I11.2.3. MATERIALES Y METODOS
v Cepas utilizadas

Se estudiaron 70 cepas de M. pachydermatis aisladas de casos clinicos de otitis y dermatitis
canina, procedentes del laboratorio de micologia del Instituto Universitario de Sanidad

Animal (IUSA), de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.
v Preparacion de la suspension inicial

Se parti6 de una suspension de colonias de 48 -72 horas de M. pachydermatis en 5 ml de agua
destilada estéril (121 °C, 20 min) hasta lograr una densidad de 6 en la escala de MacFarland.
Para las pruebas se procedio a agregar 500 pl de leche desnatada (Difco, USA), esterilizada

previamente en autoclave a vapor fluente (121 °C, 10 min).

Para evaluar la eficacia de estos métodos de conservacion se realizaron por triplicado y en
camara de seguridad bioldgica, para garantizar la esterilidad y ausencia de contaminacion.
Los métodos de crioconservacion y liofilizacion se realizaron siguiendo la metodologia de
Crespo y cols. 2000 c, con la diferencia de solo usar leche desnatada como crioconservante y
conservando los liofilos bajo refrigeracion a 4 °C en lugar de congelar a -80 °C o a

temperatura ambiente.
v' Metodologia empleada

Crioconservacion: Para el proceso de crioconservacion, las suspensiones con leche
desnatada de las cepas se dispensaron en alicuotas de 100 pl en viales de Eppendorf®
estériles. Se sometieron a un proceso de congelacion gradual y se almacenaron a una
temperatura de -80 °C, con el fin de evaluar la viabilidad de estas levaduras al afio y a los dos
aflos de mantenerlas congeladas. Para la descongelacion, los viales se dejaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos y posteriormente se procedioé a la siembra en medio ASG y

colocados en estufa a 32 °C hasta observar crecimiento.

Liofilizacion: Se emplearon frascos estériles de cristal, en los que se dispensaron 200 pl de
las suspensiones con leche desnatada de cada una de las cepas; se congelaron a una
temperatura de -80 °C durante 48 h y posteriormente fueron liofilizadas (Telstar LyoQuest,

Terrassa, Espafia). Los lidfilos se conservaron a 4°C (Homolka, 2014). El estudio de
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viabilidad se realiz6 al afio y a los dos afios de haberse conservado las cepas, los lidfilos
fueron rehidratados con 200 pl de agua destilada estéril, se resembraron en ASG y colocados

en estufa a 32 °C hasta observar crecimiento.

Subcultivo periodico: Para la prueba de la placa con y sin adiciéon de aceite se realizo
empleando la metodologia utilizada por Guého y cols. 1996 y Guillot y cols. 1996 con las
siguientes modificaciones: A partir de la suspension inicial con leche desnatada las cepas
fueron resembradas para su estudio en ASG (en lugar de Dixon modificado) con y sin aceite.
La incubacion se realizd a 32 °C, hasta observar crecimiento y una vez obtenido estas fueron
conservadas a 4 °C, siendo el punto de partida de la presente prueba. El estudio consistio en
observar la viabilidad periddica de las cepas transcurridas 48 horas, 7 dias, 1 mes y 2 meses

de la primera siembra.

Discos de papel: Para el método de discos de papel se siguidé la metodologia descrita por
Ramos y cols. 2006 con las siguientes modificaciones: Partimos de la suspencion inicial
anteriormente descrita con leche desnatada, afiadiendo 20 pl sobre discos de papel estériles
(Benton, Dickinson and Company). El secado de los discos se realizd a 32 °C durante 48
horas, luego procedimos a conservarlos a 4 °C. Se estudi¢ la viabilidad de las cepas en los
discos a las 48 horas, 7 dias, un mes y dos meses. Los discos se colocaban en ASG y para una
mejor revivificacion de las cepas se afiadia 20 pl de caldo Saboraud glucosa (CSG) sobre cada

disco y, posteriormente, se incubaron en estufa a 32 °C durante 48-72 horas.

Preservacion en agua destilada estéril: Por tltimo, la preservacion se realizo siguiendo la
metodologia utilizada por Panizo y cols. 2005, a partir de la suspension inicial de cada una de
las 70 cepas con leche desnatada, procediendo a dispensar 1 ml en tubos de Eppendorf®, estos
fueron mantenidos en refrigeracion a 4 °C y se evalud por este método la viabilidad de la
suspension de M. pachydermatis a distintos tiempos: 48 horas, 7 dias, un mes y dos meses
para lo que realizdbamos una siembra en medio de ASG e incubacion a 32 °C hasta observar

crecimiento.

Para todas las metodologias en el estudio, un crecimiento con una concentracion celular igual
o mayor que 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) fue considerado satisfactorio, el
recuento de UFC por mililitro se realizé por diluciones seriadas hasta 10" y siembra en agar

Sabouraud glucosa para cada una de las cepas.

Los medios de cultivo empleados en este apartado han quedado detallados en el Anexo 1.
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111.2.4. RESULTADOS
v" Métodos de conservacion a largo plazo, (Tabla 5)

Tabla 5. Viabilidad expresada en porcentaje de 70 cepas de Malassezia pachydermatis por 2

métodos

% de cepas recuperadas (n = 70)

Conservacion -80 °C (%) Conservacion a 4 °C (%)

Tiempo de evaluacion Crioconservacion Liofilizacién
ler afo 100 (70) 100(70)
2do afo 100 (70) 71,42(50)

% = porcentaje de cepas viables ; (n) = nimero de cepas viables
v' Métodos de conservacion a corto plazo, (Tabla 6)

Tabla 6. Viabilidad expresada en porcentajes de 70 cepas de Malassezia pachydermatis

% de cepas recuperadas ( n = 70)

Conservacion a 4 °C

Tiempo de Conservacion  Cultivo Cultivo periodico Preservacion en
evaluacion en Disco periodico con aceite Agua destilada
48 horas 100(70) 100(70) 100(70) 100(70)
7 dias 100(70) 100(70) 100(70) 100(70)
1 mes 100(70) 40(70) 42,86(70) 30(70)
2 meses 100(70) 0(70) 0(70) 0(70)

% = porcentaje de cepas viables ; (n) = nimero de cepas en estudio

111.2.5. DISCUSION

El método de crioconservacion a -80 °C usando leche desnatada como Unico crioconservante
fue el mas efectivo y de menos horas de dedicacion, ya que nos permitié mantener la
viabilidad en un 100% de cepas de M. pachydermatis durante un periodo de tiempo de dos
afios estudiados. Nuestros resultados coinciden con Crespo y cols. 2000 ¢, que también
obtiene los mejores resultados con esta técnica de crioconservacion a -80 °C usando glicerol y
DMSO como crioprotectores, Ramos y cols, 2006 usando glicerol como crioprotector también
lo citan como mejor método de conservacion a largo plazo, con la desventaja de tener que

contar con el equipamiento correspondiente. Otros autores como Breierova y cols., en 1991,
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mediante la técnica de mantenimiento en nitrogeno liquido, también usaron el DMSO al 10
% como agente crioprotector obteniendo también un 100% de supervivencia después de un

afio de conservacion.

La liofilizacién es un método de conservacion a largo plazo que se caracteriza por una buena
estabilidad y aceptable viabilidad de las cepas, aunque tiene un alto costo por su compleja
ejecucion debido a que hay que tener el equipamiento necesario. En nuestro estudio las cepas
se conservaron al 100 % en el primer afio decayendo al segundo afio al 71.42 %, Crespo y
cols. 2000 c lograron mejores resultados (100 % a los dos afios, usando glicerol y DMSO
como crioconservantes y una suspension inicial de levaduras en leche desnatada al 10 %) que
los obtenidos en nuestro estudio, quizas debido a que se logra una mayor viabilidad de las
cepas de M. pachydermatis cuando los liofilos son almacenados a congelacion de -80 °C y no

a temperatura de refrigeracion de 4 °C como lo describe Homolka 2014 para Basidiomycetes.

La leche desnatada al 10% evidencia su alta efectividad como crioconservante en los métodos

de conservacion a largo plazo.

La realizacion del cultivo periddico en ASG y ASG suplementado con aceite es un método
simple pero con alto riesgo de contaminacion. En nuestro estudio no obtuvimos diferencias
muy significativas entre estos dos métodos de cultivo cuando observamos la supervivencia de
¢éstas al mes de conservadas (40% cepas en ASG y 42,86 % cepas en ASG aceite). Las
levaduras no superaron los dos meses en ambos métodos, obteniéndose un 0% de crecimiento
de las cepas a 4 °C. Confirmamos lo dicho por Crespo y cols. 2000 ¢ con referencia a que el
ASG no es un buen medio para el mantenimiento de M. pachydermatis. Otros autores como
Girdo y cols. 2006 obtuvieron una recuperacion estadisticamente significativa a los 6 meses
de haberse congelado a -20 °C cuando utilizaron agar Dixon (70,8 %) y agar Dixon mas
glicerol (68,8 %) y agar Dixon mas DMSO (68,8 %). El agar Dixon resulta un mejor medio
de mantenimiento de M. pachydermatis. Ramos y cols. 2006 también usaron el agar Dixon,
obteniendo buenos resultados de mantenimiento realizando subcultivos sucesivos de las cepas

cada 15 6 30 dias a 32 °C.

Con respecto al método de discos de papel como técnica a corto plazo, resultd ser la mas
efectiva ya que durante los dos meses de estudio, pudimos recuperar el 100 % de nuestras
cepas obteniendo los mismos resultados que Ramos y cols. 2006 en los dos primeros meses.

Nosotros ademds obtuvimos un gran crecimiento con la modificacién de afiadir 20 pul de CSD
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sobre el disco. Sin embargo aunque usamos una suspension inicial con leche desnatada sobre

los discos de papel no logramos mejorar los resultados obtenidos por Ramos y cols.

En la prueba de la suspension en agua destilada estéril propuesta por Castellani 1939 y que se
usa para la conservacion de una gran variedad de hongos (Bueno y cols., 1998; Qiangqgiang y
cols., 1998 y Panizo y cols., 2005) en el caso de la M. pachydermatis es ineficaz como fue
indicado por Crespo y cols 2000 c, estos investigadores obtuvieron una baja vialidad a los 5
meses, mientras nuestras cepas no lograron sobrevivir mas alla de los dos meses conservadas
a 4 °C usando la suspension inicial con leche desnatada. Girdo y cols. 2004 comentan que el
mejor método de conservacion de M. pachydermatis es en solucion salina mas glicerol
almacenada a temperatura ambiente, ya que mejora la viabilidad de las cepas hasta los 6 y 9
meses que durd su ensayo. El uso de la leche desnatada no alcanzo los resultados obtenidos

con el glicerol.
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I11.3. APARTADO EXPERIMENTAL TERCERO
ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE MALASSEZIA PACHYDERMATIS A
GENTAMICINA

I11.3.1. RESUMEN

En este estudio, se ha evaluado la sensibilidad in vitro de M. pachydermatis frente a
gentamicina, para ello hemos utilizado 70 cepas procedentes de otitis canina clinica. El
calculo de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se ha trabajado segun protocolo
estandarizado M27-A3 (CLSI, 2008) para Candida spp., adaptandolo con algunas
modificaciones para M. pachydermatis, ya que no existe protocolo estandarizado para este
género. Como medio base se ha utilizado el medio de Christensen urea modificado. La lectura
de los resultados se realiz6 de forma visual colorimétrica y espectrofotométrica. La CMlIso y
CMlyo quedaron establecidas en una concentracion de 8,03 pg/ml y 32,5 pg/ml,
respectivamente. Segun los rangos de sensibilidad, hemos obtenido para la lectura visual 39
cepas sensibles (55,71%), 29 cepas con sensibilidad intermedia (41,42%) y 2 cepas resistentes
(2,85%). Para la lectura espectrofotométrica obtuvimos 38 cepas sensibles (54,28%), 28 cepas

mostraron sensibilidad intermedia (40%) y 4 cepas resistentes (5,71%).
I11.3.2. INTRODUCCION

En la actualidad, el aumento de infecciones de piel y oido por Malassezia spp. en humanos y
en animales ha promovido la investigacion de agentes antifungicos destinados a su
tratamiento (Miceli y cols., 2011 y Cafarchia y cols., 2012 a). Los tratamientos aplicados hoy
en dia frente a las afecciones causadas por esta levadura pueden no ser eficaces para
erradicarla completamente, por lo que en muchos casos se pueden presentar micosis

recurrentes (Cafarchia y cols., 2012 b, y Peano y cols., 2012).

Estos tratamientos incluyen el uso frecuente de azoles (Nijima y cols., 2011 y Weiler y cols.
2013), incluso, recomendando su uso prolongado hasta la desaparicion de los signos clinicos
(Daigle, 2007). En veterinaria, la terapia antifingica Optima para combatir a este tipo de
levaduras en perros y gatos no ha sido bien investigada (Nijima y cols., 2011). Existen
discrepancias en los resultados de sensibilidad obtenidos con los azoles, probablemente,
debido a que no existe un procedimiento estandarizado para la realizacion e interpretacion de

pruebas de sensibilidad in vitro para M. pachydermatis (Arikan, 2007 y Peano y cols., 2012).
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Las pruebas de sensibilidad in vitro son de gran importancia, algunos autores recomiendan la
evaluacion de la sensibilidad antifingica mediante fungograma en condiciones clinicas
especiales, como en el caso de fracaso terapéutico, que es bastante comun en los casos de
otitis externa y dermatitis canina por M. pachydermatis (Nascente y cols., 2003 y Ashbee,

2007).

Nakamura y cols. en 2000 y Rincén y cols. en 2006, aprovechando la condicidén bioquimica
de estos microorganismos de ser ureasa positivos, han optimizado la prueba de sensibilidad
utilizando la prueba de la ureasa para detectar la viabilidad de cepas al ser expuestas a un

agente antifingico.

En la ultima década, estudios in vifro han demostrado que la gentamicina es capaz de inhibir
el crecimiento de M. pachydermatis cuando este antimicrobiano es adicionado en altas
concentraciones al medio de cultivo (Aspiroz y cols., 2010). Otros investigadores han
demostrado recientemente diferentes modelos de crecimiento de esta levadura en presencia de
diferentes concentraciones de gentamicina adicionadas al medio agar Sabouraud glucosa

(Buommino y cols., 2015).

En el presente trabajo, nos hemos planteado calcular la CMI de gentamicina para M.

pachydermatis.

Este antibacteriano es muy utilizado en medicina veterinaria, principalmente en formulaciones
topicas. En la farmacopea se consigue en solucidn 6tica y en crema, comercializadas para el
tratamiento de dermatitis y otitis externa en perros y gatos. Los productos dticos, en su
formulacion, suelen tener otras drogas asociadas como corticoides (dexametasona,
betametasona, etc) y azoles (clotrimazol, tiabendazol, entre otros). Estos productos son
indicados para el tratamiento de infecciones oOticas bacterianas, fungicas o por 4acaros,

creyéndose hasta ahora eficaces frente a M. pachydermatis por su contenido en azoles.

El hallazgo de la sensibilidad de M. pachydermatis a este antimicrobiano nos ha hecho
plantearnos calcular su CMI, la cual una vez establecida abriria una nueva puerta para el

estudio de su efectividad in vivo.

Nunca antes, se ha planteado una prueba calculo de CMI de un hongo a un antibacteriano.
Histoéricamente, las pruebas de sensibilidad a los antifingicos se han realizado por una

variedad de métodos. El enfoque mas comuin ha sido la medicién de la inhibicion del
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crecimiento del patdégeno, cuando se expone durante un periodo de tiempo definido a una
gama de concentraciones de antifungico diluidas en medio liquido o sdlido (Cuenca y

Rodriguez., 2010 y Peano y cols., 2012).
I11.3.3. MATERIALES Y METODOS
v' Cepas utilizadas

Se utilizaron setenta cepas de M. pachydermatis procedentes de casos clinicos de otitis y
dermatitis canina y felina, aportadas por la coleccion fungica del grupo de investigacion en

micologia veterinaria del IUSA de La Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Espaiia.
v" Test de sensibilidad

Se realizo de acuerdo con el protocolo de microdilucion M27-A3 para Candida spp. (CLSI,
2008), con las recomendaciones establecidas para Malassezia spp. (Canton y cols., 2009) y
siguiendo la metodologia estandarizada por la CLSI para antimicodticos solubles en agua,
utilizando gentamicina, si bien la gentamicina no es un antifingico, si que es un
antimicrobiano soluble en agua (Canton y cols., 2000) y utilizando como medio diluyente
Christensen urea modificado a un pH de 5,2, suplementado con 0,1% de Tween 80 y 0,5% de

Tween 40 (Rincon y cols., 2006; Canton y cols., 2009 y Peano y cols., 2012).

Preparacion de la solucién Madre: Se prepard una solucidon a una concentracion 10
veces superior a la concentracion mas alta de gentamicina (Gentamicin Sulfate Salt
G3236-250 M@, Sigma Aldrich) a ensayar (1200 pg fue nuestra concentracidn mas

alta), como diluyente se utilizoé agua destilada estéril.

Se reparti6 en alicuotas de 1,1 ml y se congelaron a 80 °C hasta que fueron utilizadas

(6 meses como maximo).

Preparacion de las diluciones de gentamicina: Se utilizé el método de las diluciones

dobles seriadas aditivas.

A partir de la soluciéon madre preparamos una serie de diluciones (utilizando como
diluyente el caldo Christensen urea modificado), a una concentracion de gentamicina

10 veces superior a la concentracion final deseada (Tabla N° 7).
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Tabla 7. Diluciones de Gentamicina en Caldo Christensen Urea Modificado

Concentracién Transferir A un tubo con Concentracion
Tubo Caldo Christensen resultante Tubo
pg/ml ml .
urea modificado ml pg/ml
Ne1 12.000 1 1 6.000 Ne2
N° 2 6.000 0,5 0,5 3.000 N°3
N° 2 6.000 0,5 1,5 1.500 N° 4
N° 4 1.500 0,5 0,5 750 N° 5
N° 4 1.500 0,25 0,75 325 N° 6
N° 4 1.500 0,25 1,75 162.,5 Ne 7
Ne 7 162.,5 0,5 0,5 81,25 N° 8
Ne 7 162.,5 0,25 0,75 40,62 N° 9
Ne 7 162.,5 0,25 1,75 20,31 N° 10
N° 10 20,31 1 1 10,15 Ne 11

Al terminar las diluciones todos los tubos contienen 1 ml, a excepcion del tubo n® 11 (2 ml) por lo tanto de este
ultimo se extrae 1 ml y se desecha. En los tubos n° 2 al n° 11 la concentracion del antibidtico es 10 veces superior a
la concentracion final deseada

Seguidamente se realiza una dilucion 1:5 afiadiendo a todos los tubos 4 ml de caldo

Christensen urea modificado.

Llenado de las placas: Las placas estériles (Thermo scientific, Nunclon Delta
Surface Denmark) se rellenan con 100 pl de solucion de antibidtico de la siguiente

manera:

El contenido del tubo n° 2, se vierte en una cubeta o en una placa de Petri estéril y con
ayuda de una pipeta multicanal (8 canales) se toman 100 pl y se llenan los pocillos de
la columna n° 2 (2A -2H). Con el contenido del tubo n° 3, se llenan los pocillos de la
columna n°® 3 (3A -3H). Con el contenido del tubo n°® 4, se llenan los pocillos de la

columna n°® 4 (4A -4H), y asi sucesivamente hasta la columna n°® 11.

Los pocillos de la columna n° 12 se llenan con 100 pl de caldo Christensen urea

modificado para control de crecimiento (Control positivo).

Los pocillos de la columna n® 1 se llenan con 200 pl de caldo Christensen urea

modificado para control de esterilidad (Control negativo).

Una vez llenas las placas, se envolvieron con papel de aluminio para evitar la
evaporacion, y se congelaron a —80 °C (las placas caducan a los 6 meses de haber

preparado la solucion Madre).
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Preparacion del indculo: Antes de realizar las pruebas de sensibilidad es conveniente
realizar a las cepas dos pases por medio de agar Sabouraud glucosa, si las levaduras
han estado congeladas o almacenadas. El indculo se prepara tomando con el asa de
cultivo 5 colonias >1 mm y de 48 h de incubacion en el medio de Sabouraud, estas se
resuspenden en un tubo con agua destilada estéril suplementada con 0,04% de Tween
80. Se homogeniza bien y la con ayuda de un espectrofotometro (Eppendorf
BioSpectrometer Basic, Eppendorf Ibérica S.L..U.; Madrid, Espafa), a una longitud de

onda: 600 nm, se ajusta cada indculo a una absorbancia de 1,0 (2,5 x 106 UFC/ ml).

Posteriormente se realizé una dilucidon hasta 1:1000 con medio de caldo de cultivo

Christensen y esta ultima dilucion es la que se utiliza para inocular las placas.

Inoculacion de las placas: Se sacaron las placas del congelador y se dejaron a
temperatura ambiente hasta su descongelacion. Se inocularon con 100 pl de la
suspension de levadura desde el pocillo 2 hasta el 12. La columna n° 1 (1A -1H), que
contiene 200 pl de caldo Chistensen urea modificado, se utiliz6 para el control de
esterilidad del medio (control negativo). También sirve de blanco para leer la
absorbancia del medio. La columna n°® 12 (12A -12H) no contiene antibidtico (control
positivo), es el control de crecimiento. Al finalizar la inoculacion de los pocillos se
diluyen 1:2, en consecuencia, la concentracion de antibiotico final sera de 600 ug/ml a

1,01 pg/ml.

Incubacién de las placas: Las placas se incuban en estufa a 32 °C durante 72-96

horas.

Control de pureza del cultivo: Al finalizar las lecturas, para realizar un control de
pureza en las placas de microdilucion a las 72 horas de incubacion y estudiar si el
crecimiento de las cepas coincidia con el cambio de color del medio, se procedid a
extraer la cantidad de 5 pl de los 96 pocillos con pipeta graduada (pipeteando
suavemente el contenido de cada pocillo) y se sembraron en agar Sabouraud glucosa
(ASG) para comprobar la identificacion de la cepa y contar el nimero de unidades

formadoras de colonias (UFC) a las 48 horas.
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v Lectura e interpretacion de los resultados

Lectura visual: La lectura visual se realizd con ayuda de un espejo invertido. Se
esquematiz6 una placa y segun los cambios de coloracidén producidas producto de la
hidrdlisis de la urea. Se procedid a colocar sobre el esquema los signos +, ++ o +++
segun la intensidad de la coloracion observada, realizdndose esta lectura visual tanto a
las 48 horas como a las 72 horas. Para la lectura visual la concentracion minima
inhibitoria (CMI), se definid6 como el valor de la concentracion mas baja de
gentamicina que produce una inhibicidn alrededor del 50% del crecimiento de la
levadura comparada con el control de crecimiento (Eichenberg y cols., 2003 y

Nascente y cols., 2003).

Lectura espectrofotométrica: Antes de realizar la lectura espectrofotométrica se
agitaron las placas para obtener una suspension homogénea. Se realizaron lecturas
espectrofotométricas a 492 nm (Pfaller y cols., 1995). Una vez realizadas, se restaron a
todos los pocillos la absorbancia del medio, es decir, la absorbancia del pocillo de la
columna n° 1. Al terminar las lecturas se procedid a establecer las posibles
Concentraciones Minima Inhibitorias observadas en las placas. La CMI se definid
como el valor de la concentracion mas baja de gentamicina cuya densidad optica (DO)
es menor o igual al 50 % de la densidad 6ptica del pocillo control positivo. (CLSI,

2008).
v Clasificacion de las cepas

Los aislados de M. pachydermatis se clasificaron como sensibles (S), intermedio (I) y
resistentes (R), de acuerdo con los criterios propuestos para esta levadura por Eichenberg y
cols., 2003, Nascente y cols., 2003, Nascente y cols., 2009, y Rincédn y cols., 2006, y, mas
recientemente, por Jesus y cols., 2011, Nijima y cols., 2011, y Cafarchia y cols., 2012 b. El

método de microdilucién se realizd por triplicado para las 70 cepas estudiadas.

Los medios de cultivo empleados en este apartado han quedado detallados en el Anexo 1.
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I11.3.4. RESULTADOS
v Lectura visual

El cambio de color de amarillo a rosa observado en los pocillos de la placas de microdilucion
con caldo de Christensen urea modificado, indic6 la actividad ureasa de las 70 cepas de M.
pachydermatis con las diferentes concentraciones finales de gentamicina (600 pg/ml a 1,01
pg/ml), siendo positivos aquellos pocillos donde se ha observado un cambio de color

(Lectura: amarillo negativo, rosa positivo), Figura 3.

Figura 3. Muestra la placa de microdilucion a las 72 horas de incubacion, en donde las filas
representan 8 cepas de M. pachydermatis y las columnas las diferentes concentraciones de
gentamicina incluyendo el control de esterilidad del medio (Control -) y el control de crecimiento
(Control +)

A través del control de pureza a las 48 horas en medio ASG, no se contabilizaron UFC en

aquellos pocillos de las concentraciones donde no cambid el color del medio.

En la Tabla 8 se muestran los porcentajes de la actividad ureasa de las distintas cepas que
entraron a formar parte del estudio, a las diferentes concentraciones de gentamicina con

lectura a las 72 horas.
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Tabla 8. Porcentaje (%) actividad ureasa de las cepas de M. pachydermatis a las 72 horas de

incubacidn frente a las diferentes concentraciones de gentamicina (pg/ml)

Concentracion Porcentaje de cepas con actividad
Gentamicina Ureasa

pg/ml % ureasa positivo % ureasa negativo
1,01 91,43 8,57
2,03 77,15 22,85
4,06 64,29 35,71
8,12 44,29 55,71

16,25 21,43 78,57
32,5 2,86 97,14
75 1,43 98,57
150 0 100
300 0 100
600 0 100

La CMlIso obtenida por la actividad ureasa fue 8,12 pg/ml, ya que a esta concentracion el 50%
de las cepas inhibieron su crecimiento (ureasa negativa) y nuestra CMlIoo fue en 32,5 ng/ml

(Tabla 9).

Tabla 9. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la gentamicina en 70 cepas de M.
pachydermatis, lectura visual
Intervalos de las CMI (ng/mL)
S* I* R*
Gentamicina <8,12 >8,12 a<32,5 >32.5

Antimicrobiano

*S = Sensible; I = Intermedio; R = Resistente;

S = CMI muestra < CMlsp; I = CMIso< CMI muestra < CMIyy; R => CMlyy

La sensibilidad resultante fue de 39 cepas sensibles (55,71%), 29 cepas con sensibilidad intermedia
(41,42%) y 2 cepas resistentes (2,85%).
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v Lectura espectrofotométrica

En la Tabla 10 se muestra el porcentaje de las 70 cepas en estudio en las cuales se ha
realizado una lectura espectrofométrica a una longitud de onda de 492 nm, cuyas densidades
opticas (DO) resultaron ser > o < al 50% de la DO del pocillo de control de crecimiento en

las diferentes concentraciones de gentamicina a las 72 horas.

Tabla 10. Porcentajes (%) cepas con DO > o < al 50% de la DO del control crecimiento a las

diferentes concentraciones de gentamicina (ug/ml)

Concentracion % de cepas con DO>o0< al50% dela DO de
Gentamicina control crecimiento
png/ml Mayor a 50% Menor o igual a 50%
1,01 92,85 7,15
2,03 91,42 8,58
4,06 87,14 12,86
8,12 74,29 25,71
16,25 21,42 78,58
32,5 18,57 81,43
75 4,29 95,71
150 1,42 98,58
300 0 100
600 0 100

Los resultados para la CMIs fueron de 8,12 png/ml y la CMlIoo de 32,5 pg/ml (Tabla 11).

Tabla 11. Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) de la gentamicina en 70 cepas de M.
pachydermatis, lectura espectrofotométrica
Intervalos de las CMI(pg/ml)
S* I* R*
Gentamicina <8,12 >8,12 a<32,5 >32.5

*S = Sensible; I = Intermedio; R = Resistente
S = CMI muestra < CMIso; I = CMIso < CMI muestra < CMlIoo; R => CMlIyo

Antimicrobiano

Se obtuvo resistencia en 4 cepas (5,71%), la sensibilidad intermedia en 28 cepas (40%) y la
sensibilidad en 38 cepas (54,28%).
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La comparacion de la sensibilidad de M. pachydermatis entre la lectura visual y la

espectrofométrica a las 72 horas se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12. Sensibilidad de M. pachydermatis a gentamicina comparando lectura visual y

lectura espectrofotométrica

Lectura Visual Lectura espectrofotométrica

Antimicrobiano S* I* R* S* I* R*
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

39 29 2 38 28 4

Gentamicina
(55,71) (41,42) (2,85) (54,28) (40) (5,71)
*S = Sensible; I = Intermedio; R = Resistente
S = CMI muestra < CMlIso; I = CMIso< CMI muestra < CMloo; R = > CMlI9o
n= numero de cepas; (%) = porcentaje

I11.3.5. DISCUSION

En la actualidad no existe protocolo estandarizado por la CLSI para realizar pruebas de
determinacion de la CMI para Malassezia pachydermatis, por lo que para realizar el presente
estudio hemos tenido que utilizar el protocolo M27-A3 (CLSI, 2008) y siguiendo las
recomendaciones para Malassezia spp. realizadas por Cantén y cols., 2009. Para ello hemos
utilizado caldo de cultivo de Christensen urea modificado para el crecimiento de las cepas, en
lugar del medio de cultivo sintético RPMI 1640, ya que no era el adecuado para el
crecimiento de cepas de Malassezia spp. como se describe en investigaciones previas (Rincén
y cols., 2006), adaptando la metodologia para el actual trabajo, ya que la gentamicina es un
antibacteriano y, por lo tanto, al no ser un a droga antifiingica, no es recogida en los
protocolos de la CLSI. Hemos realizado algunos cambios para adaptarnos sélo a M.
pachydermatis, como lo describieron Peano y cols., 2012. Estos cambios incluyeron la

preparacion de un inéculo con DO mayor a las propuestas por Cantén y cols., 2009.

Nadie con anterioridad ha utilizado la gentamicina como inhibidor del desarrollo de levaduras
empleando la técnica de CMI, por lo que nos hemos visto obligados a comparar la
sensibilidad in vitro que produce este antimicrobiano sobre Malassezia pachydermatis con la
ejercida por distintas drogas antifungicas (Rincon y cols., 2006; Nijima y cols., 2011; Peano y

cols., 2012; Cafarchia y cols., 2012 a, y Weiler y cols., 2013).
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Confirmamos la idoneidad del medio Christensen urea modificado por Rincon y cols., 2006
en la realizacion de la prueba de la CMI para Malassezia pachydermatis, coincidiendo con
Peano y cols., 2012. Este medio presenta la ventaja de poder medir colorimétricamente la

actividad ureasa de estas levaduras.

El 100% de nuestras cepas mostraron una reaccion positiva a la ureasa que se visualizd por un
cambio en el color del medio de amarillo a rosa, como reportd6 Nakamura y cols., 2000. Esta
reaccion sirvid para evaluar la actividad inhibidora del crecimiento de las distintas

concentraciones de gentamicina frente a M. pachydermatis.

Para la interpretacion de los resultados Rincén y cols., en 2006, y Cantén y cols., en 2009,
recomendaron un tiempo de incubacion de 72 horas. En nuestro estudio pudimos observar que
a las 48 horas de incubacion a 32 °C comenzabamos a observar un ligero cambio de color del
medio, a las 72 horas el cambio de amarillo a rosa se hacia evidente. A las 96 horas de
incubacidn se producia un cambio a rosa en todos los pocillos, incluso en aquellos en los se
habia observado una inhibicion del crecimiento a las 72 horas, incluidos aquellos que
sirvieron de control negativo habian virado a color rosa, de la misma forma que lo describi6
previamente Nakamura y cols., en 1998, cuando realizaron el método de microdilucion en
caldo de urea para estudiar la sensibilidad en Cryptococcus neoformans, estos atribuyeron el
cambio de color ocurrido después de las 92 horas de incubacion a cambios del pH. En nuestro
caso, la lectura espectrofotométrica no detecté cambios de DO de los controles negativos.
Este cambio de color obtenido en los pocillos negativos, después de las 96 horas de
incubacién, fue corroborado en nuestra investigacion mediante cultivo en ASG, no
obteniéndose crecimiento alguno de M. pachydermatis. Seglin estos resultados, nosotros
recomendamos la lectura a las 72 horas. Ademads, Nijima y cols., en 2011, describieron que

M. pachydermatis en el medio de Christensen urea no crece después de 92 horas.

Con nuestros resultados se pone en evidencia que la mayoria de las cepas de M.
pachydermatis utilizadas en nuestro estudio muestran una buena sensibilidad a la MICso,
resultando sensible a esta concentracion el 55,71% de las cepas y a la MICyp mostraron
sensibilidad un 97,14% de las cepas. Un bajo porcentaje (1,43%) de cepas precisaron
concentraciones superiores a 75 pg/ml, a partir de esta concentracion todas las cepas fueron
sensibles a concentraciones superiores de gentamicina. Asi mismo, un bajo porcentaje

(8,57%) de cepas se mostraron altamente sensibles a la accion de este antimicrobiano, no
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pudiendo contrastar estos resultados con otros autores, ya que no existe nada trabajado

anteriormente a este respecto.

Los resultados de las CMI obtenidas de la lectura espectrofométrica se compararon con
aquellos obtenidos por la lectura visual, hemos obtenido la misma CMIso y MICyg para ambas
lecturas a una concentracion de 8,03 pg/ml y 32,5 pg/ml, respectivamente, cuando
clasificamos las cepas de acuerdo a la sensibilidad obtenida se observo muy poca diferencia
entre el nimero de cepas sensibles entre ambas lecturas, lo mismo ocurria entre el nimero de

cepas con sensibilidad intermedia y las resistentes.

Si comparamos nuestros resultados de sensibilidad a la gentamicina de M. pachydermatis con
la sensibilidad que ésta presenta a distintos antifungicos, utilizando para ello los resultados
obtenidos por otros investigadores, observamos: un mayor porcentaje de cepas sensibles a
gentamicina (55,71%) que las obtenidas por Peano y cols., en 2012, que para el miconazol
obtuvo un 39,2% de cepas sensibles y para el clotrimazol y tiabendazol un 50% de cepas
sensibles y un 44,1 %, respectivamente. Al comparar nuestros resultados de sensibilidad a la
gentamicina (55,71%) con los obtenidos por Cafarchia y cols., 2012 a, frente a ketoconazol,

itraconazol y fluconazol, ellos obtuvieron 93,3 %, 90 % y 60 %, respectivamente.

Se podria estar abriendo una nueva posibilidad terapéuticas frente a las patologias por M.
pachydermatis. Los estudios realizados en el pasado con productos 6ticos que contienen en su
formulacion azoles y gentamicina podrian haber revelado datos erroneos de sensibilidad.

Seria interesante ver la interaccion de ambos productos frente a M. pachydermatis.
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I11.4. APARTADO EXPERIMENTAL CUARTO
SENSIBILIDAD DE MALASSEZIA PACHYDERMATIS A DIFERENTES
AMINOGLICOSIDOS A TRAVES DEL METODO ETEST® Y EL METODO
DE DISCO DE DIFUSION

I11.4.1. RESUMEN

En este trabajo ha sido evaluada la sensibilidad in vitro de 70 cepas de Malassezia
pachydermatis frente a cuatro aminoglicdsidos: gentamicina, tobramicina, netilmicina y

framicetina.

Dos métodos fueron usados: 1) El método comercial de Etest® para determinar las CMIs de
M. pachydermatis a la tobramicina, gentamicina y netilmicina. 2) El método de Kirby Bauer

(difusion en disco) con la framicetina.

La CMlIso obtenida por el Método de Etest® para netilmicina (NC) y gentamicina (GM) fue
de 8 pg/ml y para la tobramicina (TM) de 64 pg/ml. La CMlIyy fueron de 16 para NC y 32
pg/ml para GM, para la TM fuera de rango. Por el método de Kirby Bauer, un total de 28
cepas (40%), de las 70 en estudio, presentaron un didmetro de 22mm, 22 cepas (31,42%)
presentaron un didmetro de 20mm, 16 cepas presentaron didmetros <18mm vy, tan solo, 5,71%

>22mm.

Los resultados de este estudio proporcionan evidencia de la alta actividad in vifro de los
aminoglicdsidos: gentamicina, netilmicina, tobramicina y framicetina frente a M.

pachydermatis.

I11.4.2. INTRODUCCION

Se han realizado diferentes métodos para evaluar la sensibilidad a M.pachydermatis entre los
cuales estd el método comercial Etest® y otros estandarizados por la CLSI (discos de
difusion, Método de Microdiluciéon en caldo) pero estos estudios se han centrado
principalmente en la sensibilidad de estas levaduras a los azoles y derivados azdlicos
(Nascente y cols., 2003 y Chiavassa y cols., 2014) y algunos a la Anfotericina B (Alvarez-
Pérez y cols., 2014).
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Debido a la sensibilidad demostrada que presenta M pachydermatis a la gentamicina (Aspiroz
y cols., 2010; Buommino y cols. 2015 y Silva y cols. 2017), nos hemos planteado estudiar el

comportamiento de estas levaduras frente a otros aminoglicosidos.
I11.4.3. MATERIALES Y METODOS
v' Cepas utilizadas

Se utilizaron setenta cepas de M. pachydermatis procedentes de casos clinicos de otitis y
dermatitis canina y felina, aportadas por la coleccion fungica del grupo de investigacion en

micologia veterinaria del IUSA de La Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Espaiia.
v Test de susceptibilidad

Fue realizado siguiendo las indicaciones de la CLSI 2004 documento M44-A, con las
siguientes modificaciones: utilizando agar Sabouraud glucosa (ASG) como medio base para
el desarrollo de la prueba. Los aminoglicosidos utilizados en el estudio fueron: gentamicina
(GM), tobramicina (TM) y netilmicina (NC) (Etest®, Biomerieux, Francia), cada una de ellas,
en concentraciones que van de 0,016-256 pg/ml, y framicetina (FY) 100 pg (Oxoid™,
Espafia). A partir de cada una de las cepas, se prepard una suspension en solucion salina

estéril de turbidez igual a 0,5 de la escala de McFarland.

Se procedio al secado de la superficie del agar dentro de la camara de seguridad biologica
durante 15 minutos. Se aplicaron las tiras (Etest®) de aminoglicésidos dispuestos radialmente

y el disco de framicetina en el centro de la placa. Las placas fueron incubadas en estufa a una

32 °C durante 48 horas.

La lectura de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las tiras Etest® se realizo a las
48 horas, siguiendo las especificaciones del fabricante. Para la lectura de los discos de
framicetina se procedid a medir el didmetro del halo de inhibicion, de acuerdo al método de
difusion en disco (CLSI, 2009). El célculo de la Concentracién Minima Inhibitoria 50 (CMI
50) y la Concentracion Minima Inhibitoria 90 (CMI 99) con las tiras Etest® se realizd6 como
describe Coutinho y cols. 2001. Las 70 cepas se clasificaron en sensibles (S), sensibilidad
intermedia (I) y resistentes (R) siguiendo las recomendaciones de Couthinho y cols. 2001 para

el método del Etest®. El estudio se realizo por triplicado para las 70 cepas.

Los medios de cultivo empleados en este apartado han quedado detallados en el Anexo 1.
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111.4.4. RESULTADOS
v Resultados con Etest®

La CMIso obtenida por el método de Etest® para netilmicina (NC) y gentamicina (GM) fue de
8 nug/ml y para la tobramicina (TM) de 64 pg/ml. La CMIy fueron de 16 para NC y 32 pg/ml
para GM, para la TM fuera de rango (Tabla 13).

Tabla 13. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de Etest® para las 70 cepas de

Malassezia pachydermatis

CMI pg/ml Etest®
Antimicrobiano Rango Etest® CMI 5 CMI o
™ 0,016 - 256 64 Fdr
GM 0,016 - 256 8 32
NC 0,016 - 256 8 16

CMlIso y CMlIoo: Concentraciones Minimas Inhibitorias en que el 50% y 90%
de las cepas fueron inhibidas. Fdr: Fuera de rango Tobramicina (TM),

gentamicina (GM) y netilmicina (NC)

Los resultados obtenidos al establecer el numero de cepas sensibles, resistentes y con
sensibilidad intermedia para las 70 cepas quedan recogidas en la Tabla 14. Obtuvimos un
62,85% de cepas sensibles a la NC, 54,42 a la TM y 54,28 a la GM. La mayor resistencia fue
para la TM con 48,59%.

Tabla 14. Sensibilidad de las 70 cepas de Malassezia pachydermatis frente a los

aminoglicdsidos ensayados por el Método del Etest®

Etest®
Antimicrobiano N (So %) n (Io %) n (I: %)
™ (5 13,32) (8) (4§i’ 8)
M (5:,%8) (35;8) (1 1?42)
44 24 2
NC (62,85) (34,28) (2,85)

S= sensible, I= sensibilidad intermedia, R= resistente; n=numero de cepas;
(%)= porcentaje;

S = CMI de aislados < CMlIso; I = CMIs0 < CMI de aislados < CMloo; R =
CMI de aislados > CMIoo
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v Resultados con Kirby Bauer

Un total de 28 cepas (40%), de las 70 en estudio presentaron un didmetro de 22mm, 22 cepas

(31,42%) presentaron un didmetro de 20mm, 16 cepas presentaron diametros <I8mm y tan

solo 5,71% >22mm (Tabla 15).

Tabla 15. Medidas de los halos de inhibicion obtenidos del estudio de sensibilidad a la
Framicetina 100 pg (FY) de las 70 cepas de Malassezia pachydermatis

n (%) O mm
4 5,71 28
28 40 22
22 31.42 20
8 11,42 18
8 11,42 16

N= ntimero de cepas, (%)= porcentaje y O= diametro en milimetros

La figura 4 muestra como disminuye la colonizacidon, densidad y numero de M.

pachydermatis por el Método del Etest® y el halo de inhibicién alrededor del disco.

Figura 4. Lectura a las 48 horas de una cepa de Malassezia
pachydermatis a las 48 horas de incubacion por método de
Etets® (gentamicina, tobramicina y netilmicina) y disco de
difusion para framicetina.
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I11.4.5. DISCUSION

En el presente estudio se muestran las CMIs de 70 cepas de M. pachydermatis a los
aminoglicosidos: tobramicina, netilmicina y gentamicina. Para la netilmicina y gentamicina se
pudo establecer las CMIsp y CMlgy a través de método Etest®. Nuestros resultados, al
establecer la CMIsop y CMlIyy para la gentamicina mediante Etest®, coinciden con los
obtenidos por Silva y cols., 2017, que calcularon dichas concentraciones mediante protocolo
estandarizado M27-A3 (CLSI, 2008), estableciéndose 8,12 pg/ml para la CMIso y de 32,5
pg/ml para la CMlgo, lo que nos podria indicar que la tiras de Etest® para gentamicina son

fiables para el calculo de las CMIs en M. pachydermatis.

No existen trabajos previos sobre sobre la accion de estos aminoglicdsidos frente a ninguna
especie del género Malassezia. Hemos podido establecer diferencias y similitudes con la
gentamicina, ya que en nuestros resultados la netilmicina obtuvo la misma CMIso que la
gentamicina (8 pg/ml), pero se necesitdé una menor concentracion de este antimicrobiano para
obtener una inhibicidn del crecimiento del 90% de las cepas (16 pg/ml), la mitad de la CMIog
de la obtenida para la gentamicina. La tobramicina fue el aminoglicdsido que necesité de una
mayor concentracion de antibidtico (64 pg/ml), para inhibir al 50% de las cepas, no
habiéndose podido calcular su CMlIog, lo que nos indica la necesidad de una concentracién
mayor a 256 pg/ml, limite maximo de las tiras de Etest® utilizado y, por lo tanto, CMIoo ha
quedado fuera de rango. Asi mismo la tobramicina mostré un 48,58% de cepas resistentes,
con lo que se muestra que este aminoglicésido es el que menos inhibicidn presenta frente a M.
pachydermatis. En contraposicion, la netilmicina se ha mostrado el mas efectivo, con tan solo
un 2,85% de cepas resistentes. De los tres ensayados, la gentamicina ocupa un lugar

intermedio con el 11,42% de cepas resistentes.

Etest®, se ha mostrado como una prueba efectiva en el estudio de sensibilidad a
aminoglicdsidos, si comparamos los resultados obtenidos en el trabajo anterior de CMI para la
gentamicina por el método de microdilucion con los obtenidos con el Etest® ambos
coinciden, podriamos sospechar que con el resto de los aminoglicdsidos obtendriamos los

mismos resultados si aplicaramos la técnica de microdilucidn.

El CLSI (2009) ha estandarizado el M44-A2 como un método de difusion en disco para
levaduras tinicamente disponible para el ensayo de Candida spp. y ensayado Ginicamente con

algunos agentes antiflingicos, no estando disponible dicho método para M. pachydermatis. No
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obstante, nuestros resultados muestran que las modificaciones incluidas en nuestro trabajo,
utilizando ASG como agar base, permiten una buena difusion de las drogas y, por lo tanto,
resultan Optimos para su aplicacion en esta técnica. Los resultados obtenidos con la
framicetina utilizando este método no han podido ser contrastados al tratarse de un
antimicrobiano no ensayado con anterioridad. Sin embargo, la amplitud de los diametros
obtenidos se ha encontrado en un rango de 16 mm-28 mm en las 70 cepas estudiadas, esto nos
hace pensar en su capacidad para ser un buen inhibidor in vivo frente a M. pachydermatis. Si
de forma genérica, tenemos en cuenta que la mayoria de los antimicrobianos que presentan
halos superiores a 20mm se presentan como efectivos frente a distintos microorganismos,
nosotros pensamos que 20 mm de didmetro seria un didmetro a partir del cual se puede
establecer que M. pachydermatis es sensible a este aminoglicdsido. Asi las medidas de los
halos de Candida spp. frente a los antifungicos voriconazol y el fluconazol oscilan entre
17mm a 19mm respectivamente (Cantén y cols., 2009 y CLSI, 2009). No obstante, para
asegurarnos de cudl es la CMI de la framicetina frente a M. pachydermatis se debe calcular a
través del método de microdilucion en placa o a través del método de Etest®, dejando este

campo abierto para futuras investigaciones.

Con los resultados obtenidos se abre una nueva puerta al uso clinico de los aminoglicdsidos,
los cuales podrian ser efectivos frente a otras especies de Malassezia que afectan al hombre,

a los animales tanto domésticos como de renta, asi como a fauna salvaje.
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ITII.5. APARTADO EXPERIMENTAL QUINTO
ESTUDIO IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DEL CLORURO DE
BENZALCONIO SOBRE EL CRECIMIENTO DE MALASSEZIA
PACHYDERMATIS

I11.5.1. RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo estudiar la sensibilidad de M. pachydermatis al
cloruro de benzalconio. Se emplearon 20 cepas de M. pachydermatis procedentes de la
coleccion de hongos del Instituto Universitario de Sanidad Animal (IUSA) de la Universidad
de Las Palmas de Gran Canaria. El estudio se realizo utilizando dos técnicas: difusiéon en

disco y mediante la incorporacion de este conservante al agar Sabouraud glucosa.

Para la técnica de difusion en disco se emplearon discos de papel estériles de 6 mm de
diametro. Las soluciones de cloruro de benzalconio ensayadas fueron 0.025 mg/25 pl de
solucion, 0.0125 mg/25 ul, 0.0062 mg/25 ul y 0.0025 mg/25 ul, como diluyente se empleo
alcohol absoluto. Los discos de papel se impregnaron con 25ul de cada dilucién de cloruro de
benzalconio. Se realizd una siembra en sdbana con cada una de las cepas en agar Sabouraud
glucosa, se colocaron los discos y se incubaron a 32°C por 48 horas. La experiencia se realizé

de tres formas distintas: con discos himedos, semihumedos y secos.

Para el estudio mediante la incorporacion del cloruro de benzalconio al agar Sabouraud
glucosa. Como disolvente del cloruro de benzalconio se empleé una solucion de etanol
absoluto diluido al 50% en agua destilada estéril. Concentraciones ensayadas: 100ml de
alcohol 50% conteniendo 100mg de cloruro de benzalconio, 100ml de alcohol 50% con 50mg
de cloruro de benzalconio, 100ml de alcohol 50% con 25mg de cloruro de benzalconio y
100ml de alcohol 50% con 10mg de cloruro de benzalconio. Las diferentes soluciones fueron
incorporadas al medio de agar Sabouraud glucosa en proporcion 1:100ml de agar. Se prepard
una suspension de cada cepa en agua destilada estéril con 0.04% de Tween 80, con densidad
0,5 de McFarland. Se realizé una siembra de cada cepa en agar Sabouraud glucosa con las
distintas concentraciones de cloruro de benzalconio y una placa con etanol absoluto 50%, las

placas se incubaron a 32 °C por 48 horas.

La prueba de difusion en disco mostré que todas las cepas resultaron resistentes al diluyente
(etanol absoluto puro al 100% y al 50%). Todas las concentraciones ensayadas mostraron que

M. pachydermatis es sensible al cloruro de benzalconio, observandose halos de inhibicién con
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diferentes medidas (mm). La dosis de cloruro de benzalconio no téxica y util para posibles

tratamientos dérmicos y 6ticos estria en 0.0062mg/25ul.

Los resultados obtenidos con en el segundo método mostraron que las 20 cepas de Malassezia
pachydermatis inhibian su crecimiento de forma directamente proporcional a la concentracion
de cloruro de benzalconio adicionado al medio de cultivo. Esta es la razén por la que el
alcohol de farmacia con cloruro de benzalconio no debe ser utilizado como diluyente en el

laboratorio.
I1L.5.2. INTRODUCCION

El uso sistémico de farmacos antifingicos en el tratamiento de la otitis por M. pachydermatis
estd asociado con una baja eficacia del farmaco debido a su inadbaja difuidn sistémica para
llegar en concentracidon optima a la luz del conducto auditivo (Morris, 2004, y Guardabassi y

cols., 2010) Por lo tanto, se requiere limpieza auricular y terapia tdpica con antifungicos

(Morris, 2004 y Nuttall y Cole, 2004).

Recientemente se ha mostrado la eficacia de distintos limpiadores 6ticos en el control de las
otitis por M. pachydermatis (Mason y cols., 2013), habiéndose documentado el uso de
desinfectantes activos frente a esta levadura como chlorhexidine 0.3%, climbazole 0.5% y
Tris-EDTA (Cavana y cols., 2015), clorhexidina y polihexanida (Banovic y cols., 2013), o
peréxido de hidrogeno (Vyrostkova y cols., 2012), todos ellos se han mostrado eficaces para

el control de esta levadura.

En la busqueda de productos con actividad frente a este patdgeno, distintos productos
naturales se han sumado de forma positiva a su control, tales como propoleos (Cardoso y
cols., 2010 y Lozina y cols., 2006) y distintas plantas aromaticas (Pistelli, 2012; Santén y
cols., 2014 y Lee, J.H. y Lee, J.S., 2011).

El presente trabajo se ha planteado con un doble objetivo:

1. Estudiar la actividad in vitro del cloruro de benzalconio frente a Malassezia
pachydermatis, teniendo en cuenta que este producto conservante se encuentra
como afiadido en distintos preparados farmacéuticos como champts, soluciones de

uso otico y oftalmico.



[I15. APARTADO EXPERIMENTAL QUINTO e

2. Estudiar cdmo podria influir el uso de alcohol de uso farmacéutico como
disolvente de sustancias que han de agregarse a los medios de cultivo para el

aislamiento de Malassezia pachydermatis.

I11.5.3. MATERIALES Y METODOS

1. Estudio de la actividad in vitro del cloruro de benzalconio frente a Malassezia

pachydermatis
Prueba de actividad del disolvente utilizado en los ensayos

Como diluyente del cloruro de benzalconio (Panreac, Barcelona, Espafia) se utilizé etanol
absoluto (Panreac, Barcelona, Espafia). Mediante una prueba de difusién en disco basado
en el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009) con modificaciones y
adaptando la técnica para M. pachydermatis se impregnaron discos de papel estériles
(Benton, Dickinson and Company, USA) de 6 mm de didmetro con 25ul de etanol
absoluto al 100% y etanol absoluto diluido al 50%. Como diluyente se opto por el etanol
absoluto al 50%. Las diluciones de cloruro de benzalconio ensayadas en 25 pl de
solucion furon: 0.025 mg/25 pl de solucidn, 0.0125 mg/25 pl, 0.0062 mg/25 pl y 0.0025
mg/25 ul. Como control negativo se utilizaron discos de papel estériles impregnados con
25ul de etanol absoluto al 50%. Se realizé siembra de las 20 cepas en estudio en agar
Sabouraud glucosa (ASG) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), el ensayo se realiz6 por
duplicado.

v Cepas utilizadas en el estudio

Se utilizaron 20 cepas de M. pachydermatis de la coleccion de hongos del Instituto
Universitario de Sanidad Animal (IUSA) de la Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria. Todas las cepas proceden de casos clinicos de otitis y dermatitis de caninos y

felinos previamente congeladas y almacenadas a -80°C antes del estudio.
v' Test de sensibilidad

El test de sensibilidad a los antimicrobianos fue realizado siguiendo las indicaciones de
la CLSI 2009 documento M44-A2 para Candida spp. con modificaciones y adaptandolo
a M. pachydermatis como lo describen otros investigadores (Madrid y cols., 2013;

Lozina y cols., 2006 y Lozina y cols., 2005)
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Para esto se procedio6 a recuperar las cepas conservadas por el método de congelaciéon a
— 80°C. Los viales fueron descongelados a temperatura ambiente durante 30 minutos, y,
posteriormente, sembradas en ASG e incubadas en estufa (Incubator, TradeRayda®,
Espaiia) a 32°C, durante 72 horas. Una vez recuperadas, y con el fin de obtener un mejor

crecimiento de las cepas, se realizé una resiembra o subcultivo en ASG.

Una vez obtenido crecimiento se procedio a preparar una suspension de cada una de las
cepas en solucion salina estéril con 0,04% de Tween 80 (Buommino y cols., 2015),
ajustando cada indculo hasta alcanzar la concentracion del tubo 0,5 McFarland por
comparacion de turbidez, que corresponde con 10® unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml) (Mason y cols., 2013), utilizando un vortex (Velp® Scientifica,
Italia) para su correcta homogeneizacion. Posteriormente, fueron sembradas en placas de
ASG, mediante hisopos estériles sumergidos en los indculos y aplicadndolos sobre la
superficie del agar en tres direcciones (Matar y cols, 2003 y Alvarez-Pérez y cols.,
2014). Estas se dejaron reposar en camara de seguridad biologica (TELSTAR, AV-100,
TERRASSA, Espafia) durante 15 minutos con el fin de que el indculo fuera absorbido
por el medio. A continuacion, se realiz6 la prueba de difusion en disco (CLSI, 2009)
utilizando discos de papel blanco estéril de 6 mm de didametro (Benton, Dickinson and
Company, USA), que fueron aplicados sobre la superficie del agar empleando pinzas
estériles. Cada disco fue impregnado por 25 pl de las distintas soluciones de cloruro de
benzalconio a estudiar. Las placas de agar se incubaron a 32°C durante 48 horas, para su
posterior lectura. La prueba se realizd por duplicado para cada una de las cepas del

estudio.
La experiencia se realizo de tres formas distintas:
1. Con los discos himedos recién preparados

2. Con discos semihimedos: una vez embebidos los discos en las distintas
concentraciones de cloruro de benzalconio, se procedié a un semisecado de 12
horas a temperatura ambiente en camara de seguridad bioldgica con luz

ultravioleta.
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3. Con discos secos. Los discos de papel embebidos en las distintas concentraciones
se sometieron a secado mediante evaporizacion, para ello fueron colocados durante

cinco horas en un evaporador (Thermo Savant SPD121P, Madrid, Espafia).

2. Actividad inhibidora del cloruro de benzalconio incorporado al ASG como

inhibidor del desarrollo de Malassezia pachydermatis
v' Test de sensibilidad

Se utilizé ASG adicionado con cloruro de benzalconio en solucion de etanol absoluto
del 50% a diferentes concentraciones: 100ml de alcohol 50% conteniendo 100mg de
cloruro de benzalconio, 100ml de alcohol 50% con 50mg de cloruro de
benzalconio,100ml de alcohol 50% con 25mg de cloruro de benzalconio y 100ml de
alcohol 50% con 10mg de cloruro de benzalconio. Las diferentes soluciones alcohodlicas
fueron incorporadas al medio de ASG en proporcion 1:100ml de ASG. Se utilizd
también ASG con etanol absoluto 50% sin aditivo de cloruro de benzalconio que sirvio

de control negativo.
v' Preparacion del inoculo

Se prepard una suspension en solucidn salina estéril con 0.04% de Tween 80 (Rincén y
cols., 2006) con cada una de las cepas en estudio, densidad de trabajo al 0,5 de
McFarland. Se procedi6 a realizar una siembra en sabana de cada una de las cepas en
ASG con las distintas concentraciones de cloruro de benzalconio y en ASG libre de
cloruro de benzalconio, pero conteniendo etanol absoluto 50%. Las siembras fueron
incubadas a 32 °C durante 48 horas. La prueba se realizo por duplicado a todas las

cepas.

Los medios de cultivo empleados en este apartado han quedado detallados en el Anexo 1.
I11.5.4. RESULTADOS
v" Prueba de actividad del disolvente utilizado en los ensayos

Todas las cepas se mostraron resistentes al etanol absoluto puro al 100% y al 50% utilizado

como diluyente.
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v"  Prueba de sensibilidad en disco

1. Resultados experiencia con los discos humedos recién preparados

Los resultados quedan expuestos en la tabla 16, observandose que a medida que
aumenta la concentracidn de cloruro de benzalconio en los discos mayor fue el halo de
inhibicién a las 48 horas de incubacidon en todas las cepas que formaron parte de
nuestro estudio. Hemos encontrado por ejemplo en las cepas 6,11 y 19 una diferencia
de hasta 12 mm de diametro entre la concentracion mas baja 0.0025mg/25ul y la
concentracion mas alta 0.025mg/25ul de cloruro de benzalconio en alcohol de 50°
.También observamos un 80% de cepas con halos de inhibicion de 20 mm de

diametro formados a la concentracidon 0.0062mg/25ul de cloruro de benzalconio.

Tabla 16. Medidas del halo de inhibicién (mm) con discos himedos impregnados con

diferentes concentraciones de cloruro de benzalconio

Porcentaje de alcohol etilico con cloruro de benzalconio en la solucion
ABSOLUTO 50° N°cepa

0.0025mg/25ul  0.0062mg/25ul  0.0125mg/25ul  0.025mg/25ul

0 0 1 12 20 20 22
0 0 2 12 20 20 22
0 0 3 14 24 26 26
0 0 4 12 20 20 20
0 0 5 12 20 20 22
0 0 6 18 26 26 30
0 0 7 14 20 24 24
0 0 8 12 20 20 20
0 0 9 12 20 20 22
0 0 10 12 20 20 22
0 0 11 14 24 26 26
0 0 12 12 20 20 20
0 0 13 12 20 20 22
0 0 14 12 20 20 22
0 0 15 14 20 24 24
0 0 16 12 20 20 20
0 0 17 12 20 20 22
0 0 18 12 20 20 22
0 0 19 14 24 26 26
0 0 20 12 20 20 20
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El halo de inhibicion del disco embebido en agua destilada estéril resultdé negativo para todas

las cepas (Figura 5).

Figura 5. Halos de inhibiciéon de una cepa de M.
pachydermatis a las distintas concentraciones de cloruro de
benzalconio.

2. Resultados experiencia con discos semihumedos

En los resultados de esta experiencia observamos que a medida que aumenta la
concentracion de cloruro de benzalconio en alcohol de 50° sobre los discos semihimedos
el halo de inhibicion a las 48 horas de incubacion es mayor en el 100% de las cepas, pero
no existe una diferencia significativa entre los halos formados a las 48 horas entre las
concentraciones 0.0062mg/25ul 'y 0.025mg/25ul de cloruro de benzalconio como se

puede observar en la tabla 17.
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Tabla 17. Medidas del halo de inhibicion (mm) en discos impregnados, previamente, con
diferentes concentraciones de cloruro de benzalconio en alcohol de 50° y semisecos 12

horas en camara de seguridad bioldgica con luz ultravioleta

Porcentaje de cloruro de benzalconio

N cepa 0.0025mg/25ul  0.0062mg/25ul  0.0125mg/25ul  0.025mg/25pl
1 12 14 20 22
2 12 20 20 22
3 14 18 18 20
4 12 18 18 20
5 12 16 16 20
6 16 24 24 30
7 14 18 20 20
8 12 18 20 20
9 12 18 20 22
10 14 18 20 20
11 12 18 18 20
12 12 18 18 20
13 12 16 16 20
14 12 18 18 20
15 14 18 20 20
16 12 18 20 20
17 12 14 18 20
18 12 18 20 22
19 14 18 18 20

20 12 18 18 20

3. Resultados experiencia con discos secos

Se muestran halos de inhibicion mayores o iguales a 20 mm de diametro en el 100 % de
las cepas evaluadas con esta experiencia a una concentraciéon de cloruro de benzalconio
0.0062mg/25ul en alcohol de 50°, ademds una diferencia muy significativa en el tamafio
del halo entre la menor y mayor concentracién, 0.0025mg/25ul y 0.025mg/25ul
respectivamente, un 20 % de las cepas mostré halos de 30 mm de didmetro a

0.025mg/25ul de cloruro de benzalconio con discos secos (Tabla 18).
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Tabla 18. Medidas del halo de inhibicién (mm) con discos impregnados con diferentes
concentraciones de cloruro de benzalconio y, posteriormente, introducidos en evaporador
a 40 °C durante 5 horas

Porcentaje inhibicion del cloruro de benzalconio a distintas

N° cepa concentraciones
0.0025mg/25ul  0.0062mg/25ul  0.0125mg/25ul  0.025mg/25pul
1 12 20 22 30
2 12 20 22 28
3 14 22 22 26
4 12 20 22 28
5 12 22 22 28
6 14 22 24 30
7 14 20 22 28
8 12 20 22 28
9 12 20 22 28
10 12 20 22 28
11 14 22 22 26
12 12 20 24 28
13 12 20 24 28
14 14 22 22 28
15 14 20 22 30
16 12 20 22 28
17 12 22 22 22
18 12 20 20 22
19 14 20 24 26
20 12 22 22 30

v Resultados de la actividad inhibidora del cloruro de benzalconio incorporado al

ASG como inhibidor del desarrollo de Malassezia pachydermatis

Los resultados obtenidos en esta experiencia mostraron que las 20 cepas evaluadas de
Malassezia pachydermatis inhibian su crecimiento de forma directamente proporcional a la
concentracion de cloruro de benzalconio adicionado al medio de cultivo, pudiéndose observar
un mayor numero de colonias levaduriformes a medida que disminuia la concentracion de
cloruro de benzalconio. Cuando se utiliz6 la concentraciéon de 100mg/ 100ml y 50mg/100ml,
el 100% de las cepas vieron su crecimiento inhibido. Todas las cepas crecieron a las 48 horas
de incubacion para las concentraciones restantes (25mg/100ml, 10mg/100ml y etanol puro)

(Figura 6).
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100me/10ml 50mg/100ml 25mg/100m 10mg/100m 0me/100ml

Cepa 1
Cepa 2
Cepa3
Figura 6. Inhibicion del crecimiento de Malassezia pachydermatis a
diferentes concentraciones de cloruro de benzalconio
I11.5.5. DISCUSION

El etanol absoluto al 70% es utilizado en la preparacion de formulas magistrales para uso
otico, tal como el alcohol boricado, su uso se ha mostrado efectivo e inocuo para el
tratamiento de patologias del conducto auditivo externo, tanto en medicina humana como
veterinaria (Romsaithong y cols., 2016 y Aktas y cols., 2013). También ha sido reportada la
accion microbicida del etanol absoluto al 70% sobre las superficies en uso de desinfeccion de
superficies (Graziano y cols., 2013). No obstante, en nuestro trabajo se demuestra no tener

accion sobre M. pachydermatis.

El alcohol etilico absoluto ha sido utilizado como diluyente en la elaboracion de distintos
extractos de plantas y sustancias biologicas (o productos naturales) en ensayos de sensibilidad
en Malassezia pachydermatis para determinar el efecto inhibitorio de estos sobre dicha
especie levaduriforme. Lozina y cols., en 2006, utilizaron el extracto de propdleo extraido con
alcohol etilico de 96° en el afio 2010, Cardoso y cols., utilizaron el mismo principio activo
pero su extraccion fue realizada empleando alcohol etilico al 70% y, en 2011, Lee, J.H. y Lee,
J.S. lo utilizaron a una concentracion del 95% para determinar la actividad fungicida del

limonene, mayor componente de Citrus aurantifolia.
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La actividad inhibitoria del extracto etanolico del musgo Sphagnum magellanicum sobre
Malassezia pachydermatis ha sido estudiada por Cuvertino J.S. y Montenegro G., en el afio
2013. Todos estos autores reportan la inactividad del etanol frente a M. pachydermatis. No
obstante, debido a que el alcohol de uso farmacéutico lleva en algunas ocasiones adicionado
cloruro de benzalconio, nuestros resultados muestran que éste no debe ser utilizado como
diluyente, bien cuando pretendemos estudiar la actividad de una sustancia frente a M.
pachydermatis o al elaborar soluciones antibidticas que han de ser incluidas en los medios de
cultivo de M. pachydermatis para inhibir el crecimiento bacteriano. Este tipo de alcohol no

debe ser utilizado nunca en pruebas de laboratorio debido a su amplio rango microbicida.

El cloruro de benzalconio es un amonio cuaternario, (Cuaternario C-80, también denominado
Cloruro de lauril dimetil bencil amonio). Tiene accion bactericida a tres niveles: alteracion de
la membrana celular, desnaturalizacién de proteinas e inactivacion enzimatica. Estos
mecanismos de accidén parecen ser debidos a su estructura anfipatica; gracias a las cadenas
carbonadas (hidrofobas) penetra en las membranas, mientras que, a través del nitrogeno
cationico (hidréfilo), interacciona con los fosfatos de los fosfolipidos. Por esta alteracion se
produce una salida del material citoplasmatico hacia el exterior y la alteracion celular. Son
activos a cualquier pH, pero su pH 6ptimo de actuacion es el alcalino. Su actividad se refuerza
por los alcoholes (Tripathi, 2011). Nuestros resultados han evidenciado resultados contrarios
a los anteriormente expuesto, ya que su actividad frente a M. pachydermatis era mas potente
al evaporar al alcohol etilico y quedarnos con el resto seco de cloruro de benzalconio, quiza el

pH écido del medio de Sabouraud haya influido en este resultado.

Se pone en entre dicho el uso clinico del cloruro de benzalconio debido a su toxicidad,
consideramos que la dosis de cloruro de benzalconio dptima seria de 0.0062mg/25ul, ya que
no muestra diferencia significativa entre su actividad a concentracion de 0.0062mg/25ul y
0.0125mg/25ul, 0.0062mg/25ul seria una buena concentracién para su aplicacion en
tratamientos topicos, tanto 6tico como dérmico. A las propiedades desinfectantes del alcohol
le debemos sumar su accién como disolvente de grasas con lo que realmente creemos que la
solucion alcohdlica utilizada (etanol absoluto 50%) ayudaria también en el tratamiento de
estas patologias al eliminar la grasa, medio en el que se desenvuelve bien Malasssezia spp en
general. Barlow en el afio 1995 estudia la ototoxicidad de esta sustancia utilizada al 0.026% y
0.05%, y concluye que a 0.05% el dafio medio sobre las células ciliadas cocleares fue de 1% y

la inflamacién celular fue moderada, al 0.026%, el dafio producido no se diferenciaba del
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ocasionado por solucion salina al 0.9%. Nuestros resultados son obtenidos con

concentraciones que no superan el 0.026% de cloruro de benzalconio.

Young y cols., en 2012, realizaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana de algunos
champus sobre bacterias y M. pachydermatis. Llama su atencion los resultados obtenidos, los
champus presentan una mayor actividad frente a M. pachydermatis. Ellos opinan que se debe
a la clorhexidina, cloroxylenol o al &cido borico, debido a su accion demostrada frente a M.
pachydermatis. A nosotros nos llama la atencion la actividad de uno de ellos que no contiene

estos compuestos, pero si cloruro de benzalconio.

En 2004, un estudio clinico realizado por Carlotti en pododermatitis por Malassezias en
perros, ya dejaba ver que un producto que contenia cloruro de benzalconio era efectivo en el

tratamiento.

Se ha visto que el cloruro de benzalconio contenido en champu es activo frente a M.fufur, no
obstante, la reduccién de UFC, antes y después de la aplicacion de este champu, no queda
claro, ya que antes es menor de 10 UFC y, después de la aplicacion, también menor de 10
UFC (Penzer, 2007) A este respecto, también otros autores hacen mencion a la accién de
distintos champus sobre M. fufur, si bien en su composicion, aparte del cloruro de
benzalconio, entra también la clorhexidina de accion anti-malassezia demostrada (Gallagher y

Rosher, 2013).
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IV. CONCLUSIONES

APARTADO EXPERIMENTAL PRIMERO
CREACION DE UN CEPARIO DE MALASSEZIA PACHYDERMATIS

v La preparacion de un cepario, con cepas bien identificadas y ordenadas, es esencial
como herramienta para el diagndstico e investigacion. La creacidon de redes tematicas
de investigacion cooperativa da un valor afadido a estos ceparios a nivel

internacional.

APARTADO EXPERIMENTAL SEGUNDO

EVALUACION DE METODOS DE MANTENIMIENTO Y CONSERVACION DE
MALASSEZIA PACHYDERMATIS, VALORACION DE LA LECHE DESNATADA COMO
CRIOCONSERVANTE

v" La crioconservacion a -80°C, utilizando leche desnatada como conservante se ha

muestreado como la mejor técnica de conservacion de M. pachydermatis a largo plazo.

v' La conservacion en discos de papel de filtro resultd ser la mejor técnica de
conservacion de M. pachydermatis a corto plazo, la utilizacion de leche desnatada no

mejora los resultados de viabilidad de las cepas.

v" La leche desnatada muestra ser efectiva como crioconservante en la conservacion a

largo plazo de M. pachydermatis.

APARTADO EXPERIMENTAL TERCERO
ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE MALASSEZIA PACHYDERMATIS A GENTAMICINA

v" El método M27-A3 adaptado con Christensen urea fue satisfactorio para el calculo de
la CMI. La lectura visual muestra una buena discriminacién en el célculo de la

sensibilidad.
v’ M. pachydermatis se muestra sensible a la accion de la gentamicina.

v' La gentamicina deja de ser un antimicrobiano exclusivamente con accién

antibacteriana, un 2,8 de cepas presentan resistencia.
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v" Se hacen necesarios estudios in vivo sobre la actividad de la gentamicina frente a M.
pachydermatis
APARTADO EXPERIMENTAL CUARTO
SENSIBILIDAD  DE = MALASSEZIA ~ PACHYDERMATIS A  DIFERENTES
AMINOGLICOSIDOS A TRAVES DEL METODO ETEST® Y EL METODO DE DISCO
DE DIFUSION.

v Los resultados de este estudio proporcionan evidencia de la alta actividad in vitro de
los aminoglicdsidos: gentamicina, netilmicina, tobramicina y framicetina frente a M.

pachydermatis.

v' Los aminoglicésidos ensayados presentan distinta capacidad para inhibir el

crecimiento de M. pachydermatis

v' La netilmicina se presenta como la mejor opcion al precisar de concentraciones mas

bajas respecto a los otros ensayados.
v La framicetina podria ser un tratamiento alternativo para el control de esta levadura

v Etest® se demuestra como un método fiable para el calculo de la CMI en los

aminoglicosidos frente a M. pachydermatis.
APARTADO EXPERIMENTAL QUINTO

ESTUDIO IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DEL CLORURO DE BENZALCONIO SOBRE
EL CRECIMIENTO DE MALASSEZIA PACHYDERMATIS.

v" El cloruro de benzalconio inhibe in vitro el crecimiento de M. pachydermatis

v Solucion de cloruro de benzalconio de 0.0062mg/25ul en solucidon de etanol absoluto
al 50% o en solucidn fisiologica podria ser una alternativa en el tratamiento de

patologias dérmicas y oticas en animales por M. pachydermatis.

v No se debe utilizar alcohol etilico de uso farmacéutico que lleve como aditivo cloruro
de benzalconio como disolvente para elaboracion soluciones que han de ser utilizadas

en medios de cultivo o en pruebas de actividad inhibidora.
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VI. RESUMEN

Malassezia (M.) pachydermatis es una levadura lipofilica pero no lipodependiente,
frecuentemente aislada del conducto auditivo y piel de perros y gatos. Es una levadura de
dificil conservacion y mantenimiento en el laboratorio en condiciones habituales
(Refrigeracion), sin embargo otras levaduras y bacterias se han logrado conservar por largo

tiempo.

La tenencia de un cepario de M. pachydermatis para la realizacidon de la parte experimental de
nuestro trabajo fue nuestro primer objetivo. Para ello recolectamos muestras procedentes de
70 casos clinicos de otitis externa y dermatitis en perros y gatos. Creamos con ellas un banco
de datos para cada una de las cepas, el cual fue posteriormente utilizado en el desarrollo

experimental de nuestro trabajo de tesis doctoral.

Con la finalidad de garantizar la viabilidad de cepas de M. pachydermatis para su posterior
evaluacion en el laboratorio a corto y largo plazo, se evaluaron 6 métodos de conservacion y
mantenimiento usando una suspension inicial de cada una de las cepas en agua destilada
estéril a la que se agregd leche desnatada al 10% como conservante. El método mas efectivo
para la conservacion a largo plazo de las levaduras fue la crioconservacion y a corto plazo, el
método de los discos de papel fue el que mostrd los mejores resultados, concluyendo asi

nuestro segundo objetivo.

Debido a la gran importancia de esta cepa en las patologias de animales de compaiiia, hemos
procedido a estudiar la sensibilidad de Malassezia pachydermatis a diferentes drogas que

puedan combatirla.

En el tercer objetivo, evaluamos la sensibilidad in vitro de M. pachydermatis frente a
gentamicina, calculando la concentracién minima inhibitoria (CMI) usando protocolo
estandarizado M27-A3 (CLSI, 2008) para Candida spp., adaptandolo a M. pachydermatis, la
CMlIsp y MICoo quedaron establecidas en el rango 8,03 pg/ml y 32,5 pg/ml, respectivamente.
Obtuvimos para la lectura visual 39 cepas sensibles (55,71%), 29 cepas con sensibilidad
intermedia (41,42%) y 2 cepas resistentes (2,85%). Para la lectura espectrofotométrica
obtuvimos 38 cepas sensibles (54,28%), 28 cepas mostraron sensibilidad intermedia (40%) y

4 cepas resistentes (5,71%).
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Para lograr nuestro cuarto objetivo evaluamos la sensibilidad in vitro de 70 cepas de M.
pachydermatis frente a cuatro aminoglicésidos: gentamicina, tobramicina, netilmicina y
framicetina. Usando el método comercial de Etest® para determinar las CMIs de M.
pachydermatis a la tobramicina, gentamicina y netilmicina y el método de Kirby Bauer
(difusién en disco) con la framicetina. La CMIso obtenida por el método de Etest® para
netilmicina (NC) y gentamicina (GM) fue de 8 pg/ml y para la tobramicina (TM) de 64 ug/ml.
La CMlyo fue de 16 pg/ml para NC y 32 pg/ml para GM, para la TM quedd fuera de rango.
Por el método de Kirby Bauer, un total de 28 cepas (40%), de las 70 en estudio, presentaron
un didmetro de 22mm, 22 cepas (31,42%) presentaron un didmetro de 20mm, 16 cepas
presentaron didmetros <18mm vy, tan solo, 5,71% >22mm. Se evidencio la alta actividad in
vitro de los aminoglicosidos: gentamicina, netilmicina, tobramicina y framicetina frente a M.

pachydermatis.

Para terminar, nuestro ultimo objetivo consistid en evaluar la sensibilidad de Malassezia
pachydermatis al cloruro de benzalconio empleando 20 cepas, a través de la técnica de
difusion en disco y mediante la incorporacion de este conservante al agar Sabouraud glucosa.
Todas las concentraciones ensayadas en la prueba de difusion en disco mostraron que M.
pachydermatis es sensible al cloruro de benzalconio, observandose halos de inhibicion con
diferentes medidas (mm). La dosis de cloruro de benzalconio no téxica y util para posibles
tratamientos dérmicos y Oticos estaria en 0.0062mg/25ul. Los resultados obtenidos con el
segundo método mostraron que las 20 cepas de Malassezia pachydermatis inhibian su
crecimiento de forma directamente proporcional a la concentracion de cloruro de benzalconio

adicionado al medio de cultivo.
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VII. SUMMARY

Advances in methods of preserving Malassezia pachydermatis and a study of its

susceptibility to different drugs

Malassezia (M.) pachydermatis is a lipophilic and lipid-dependent yeast, which is often
isolated from the ear canal and skin of dogs and cats. The preservation and maintenance of

this yeast are proved to be difficult in usual cooling conditions.

The primary goal of this study was to store M. pachydermatis strains in order to conduct the
research. Samples of 70 clinical cases of external otitis and dermatitis in dogs and cats were
collected and used as a database for each strain. This database was subsequently used in the

experimental development of our doctoral thesis.

To ensure viability of M. pachydermatis strains for its subsequent long-term and short-term
evaluation in the laboratory, 6 methods of maintenance and preservation were assessed using
an initial suspension of each strain in sterile distilled water and a 10% skimmed milk solution
was tested as a preservative. The most effective method for long-term maintenance of yeasts
was cryopreservation whereas the filter paper-disc method was reported to have the best
results in the short term. Skimmed milk was proved to be a good cryopreservative. This

concludes our second objective.

Due to the importance of Malassezia pachydermatis in domestic animal pathologies, its

susceptibility to different drugs, which had not been used before, was also tested.

In the third objective, in vitro susceptibility of Malassezia pachydermatis isolates to
gentamicin was evaluated calculating the minimum inhibitory concentration, using M27-A3
(CLSI, 2008) standardized protocol for Candida spp., thus MIC 50 and MIC90 for M.
pachydermatis were 8,03 pg/ml y 32,5 pg/ml respectively. For visual end-point reading, 39
susceptible isolates (55,71%), 29 intermediary susceptible isolates (41,42%) and 2 resistant
isolates (2,85%) were obtained. Meanwhile, for the spectrophotometric end-point reading, the
results were as follows: 38 susceptible isolates (54,28%), 28 intermediary susceptible isolates
(40%) and 4 resistant isolates (5,71%) . Our adapted method was proved to allow visual end-

point reading for urease-positive strains.

To achieve our fourth objective, in vitro susceptibility of 70 M. pachydermatis strains to four

aminoglycosides, gentamicin, netilmicin, tobramycin and framycetin, was evaluated using
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Etest® method to determine MICs of M. pachydermatis for tobramycin, gentamicin and
netilmicin and Kirby Bauer disc diffusion method for framycetin. MIC 50 obtained by Etest®
method for netilmicin and gentamicin was 8 pg/ml and for tobramycin 64 pg/ml. MIC 90 was
16 ug/ml for netilmicin and 32 pg/ml for gentamicin; it was out of range for tobramycin. By
Kirby Bauer method, 28 isolates (40%) showed a diameter of 22mm, 22 isolates (31,42%) a
diameter of 20 mm, 16 isolates a diameter of <I8mm and only 5,71% a diameter of >22mm.
The study revealed that aminoglycosides, gentamicin, netilmicin, tobramycin and framycetin

demonstrated a high activity in vitro to M. pachydermatis.

Lastly, our last objective was to test susceptibility of Malassezia pachydermatis to
benzalkonium chloride of 20 strains by disc diffusion method and by adding this preservative
to Sabouraud Dextrose Agar. All the concentrations tested by the disc diffusion method
showed M. pachydermatis is susceptible to benzalkonium chloride, showing different
inhibition halo diameters. Non-toxic and useful benzalkonium chloride dose for skin and otic
treatments could be 0.0062mg/25ul. The results obtained with the second method
demonstrated that 20 Malassezia pachydermatis strains inhibited their growth in direct

proportion to benzalkonium chloride concentration added to the culture media.
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VIII. ANEXOS
MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS

Para la realizacion del cepario, como de los experimentos que se describirdn posteriormente

en los siguientes apartados, se utilizaron los medios de cultivo que se sefialan a continuacion:

Agar Sabouraud Glucosa Gramos por litro
Peptona 10g
Glucosa 40¢g
Agar I5¢g

Se esteriliza en autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

Agar

G lit
Sabouraud + Cloranfenicol ramos por litro

Peptona 10g
Glucosa 40¢g
Agar I5¢g
Cloranfenicol 0,05¢

Se esteriliza en autoclave a 120 °C durante 20 minutos. El cloranfenicol se afiade después de

autoclavar la solucidn.

Agar . Gramos por litro
Sabouraud + Aceite
Peptona 10g
Glucosa 40 g
Agar I5g
Aceite 1 %

Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos. El aceite estéril se afiade después de

autoclavar la solucidn.
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Caldo Christensen Urea Modificado = Gramos por litro

Peptona 10 g
Glucosa 40 ¢g
CI Na S5¢g
PO4 KH2 2¢g
Rojo Fenol 12 mg
Agua destilada 900 ml

Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Se deja enfriar. Se afiaden 100 ml de
urea (20 % en agua destilada), esterilizamos por filtracion. Se suplementa con 0,1% de

Tween 80 y 0,5% de Tween 40.

Agar
Sabouraud + Cloruro de benzalconio
a diferentes concentraciones

Gramos por litro

Peptona 10g

Glucosa 40 g

Agar I5¢g
100mg,50mg,25mg y

Cloruro de benzalconio diluido en

etanol al 50% 10mg /100ml de

etanol 50%

Se esteriliza en autoclave a 120 °C durante 20 minutos. El cloruro de benzalconio se afiade
después de autoclavar la solucion en propociéon 1:100 ml de agar Sabouraud 100ml de alcohol
50% conteniendo 100mg de cloruro de benzalconio, 100ml de alcohol 50% con 50mg de
cloruro de benzalconio,100ml de alcohol 50% con 25mg de cloruro de benzalconio y 100ml

de alcohol 50% con 10mg de cloruro de benzalconio.
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This study evaluated the effect of skimmed milk as a cryoprotectant for the maintenance and long-term preser-
vation of 70 Malassezia pachydermatis strains. An initial suspension of each strain was prepared in sterile distilled
water with skimmed milk, The most effective method was cryopreservation that ensured 100% viability for

© 2016 Published by Elsevier B.V.

The low viability and difficult maintenance of Malassezia spp. yeasts
in vitro represent the main obstacle for laboratory studies aimed at their
isolation and identification (Crespo et al., 2000; Girao et al., 2004; Rocha
et al., 2013). Several methods for conserving and maintaining
Malassezia pachydermatis, such as freezing in liquid nitrogen,
Iyophilisation, and preservation in distilled water, have been previously
reported (Crespo et al, 2000; Migdley, 1989). Other methods used in-
clude preservation in saline solution (Girdo et al., 2004), blotting
paper-disc conservation (Ramos et al., 2006), as well as the use of vari-
ous culture media, such as Sabouraud dextrose agar (SDA), and modi-
fied Dixon agar medium (Crespo et al., 2000; Girdo et al., 2004;
Migdley, 1989; Ramos et al., 2006).

Skimmed milk diluted to 10% is often used for cryopreservation of
microorganisms {Avila-Portillo et al., 2006). The protective effect of
skimmed milk is based on the physico-chemical characteristics that
this substance confers to microorganisms, providing long storage time
and preventing cell damage by stabilising the cell membrane
(Avila-Portillo et al., 2006; Cody et al., 2008; Hubalek, 2003). In this
study, we report the use of a 10% skimmed milk solution as the sole
cryoprotectant in the conservation of M. pachydermatis at —80 °C and
in lyophilised form under refrigeration at 4 °C.

Seventy strains of M. pachydermatis isolated from clinical cases of
otitis and canine dermatitis were studied. A suspension comprising
48-72 h M. pachydermatis colonies was mixed in 5 ml of sterile distilled

* Corresponding author.
E-mail address: bego.acosta@ulpge.es (B. Acosta-Herndndez).

hittp://dx.doi.org/10.1016/jmimet.2016.12.003
0167-7012/@ 2016 Published by Elsevier BV.

water. The final concentration of the stock inoculum suspensions was
adjusted to an optical density of 2.5, corresponding to 1-
5 % 108 CFU/ml (Eppendorf Biophotometer). Skimmed Milk™ (Difco,
USA) was sterilised in an autoclave {121 °C, 10 min) and an aliquot
(0.5 ml) then added to the cell suspension. The effectiveness of each
preservation method (cryopreservation and lyophilisation) was deter-
mined in triplicate and conducted according to Crespo et al. (2000), al-
though skimmed milk was used as the sole cryoprotectant and the
lyophilised form was stored under refrigeration at 4 °C.

For cryopreservation, a skimmed milk suspension of each M.
pachydermatis strain was dispensed in 100 ul aliquots and placed in a
—80 °C freezer to assess their viability after frozen storage for 1 and
2 years. When suspensions were needed, the cryovials were retrieved
from the freezer and thawed at room temperature for 30 min. The colo-
ny count was determined by the surface-spread method using 100 ul of
the suspensions cultured in SDA plates and incubated at 32 °C, Six, ten-
fold serial dilutions were made from each strain.

For the lyophilisation process, sterile glass vials containing a 200 pl
suspension of each strain were used at the same CFU concentration as
that used for the cryopreservation method mentioned above. The sus-
pensions were frozen at —80 °C for 48 h and lyophilised (Telstar
LyoQuest, Terrassa, Spain). The lyophilic forms were stored at 4 °C, fol-
lowing a standard protocol {(Homolka, 2014). The feasibility study was
carried out after 1 and 2 years preservation. This involved rehydrating
the lyophilic forms in 200 wl of distilled water, before reculture in SDA
medium plates in the same six ten-fold serial dilutions from each strain
mentioned above, and incubation at 32 °C for growth observation and
enumeration.
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Table 1
Viability percentage of 7¢ Mualassezia pachydermatis strains using two preservation
methods.

% recovery of viable strains (n = 70)

Storage time (years) Stored at —8C "C (%) Stored at4 °C (%)

Cryopreservation Lyophilisation
1 100 (70} 100 (70)
2 100 (70} 7142 (50)

% = viable strain percentage; (n) = number of viable strains.

In both techniques, a cell concentration equal to or greater than
10° CFU was considered satisfactory.

The results showed that cryopreservation allowed 100% recovery of
the strains throughout the study (Table 1). The lyophilisation method
recovered 100% of the strains at 1-year storage, but this decreased to
71.42% in the second year.

Our data indicated that a 10% skimmed milk solution could be used
for cryopreservation and lyophilisation of various M. pachydermatis
strains to allow extended storage without adding other cryoprotectants.
Similar results using only skimmed milk, were previously observed to
preserve bacterial stocks (Cody et al, 2008; Hubdlek, 2003 ). However,
other studies performed with M. pachydermatis reported the use of dif-
ferent cryoprotectants, such as glycerol and dimethyl sulfoxide (Crespo
et al.,, 2000), glycerol alone (Ramos et al., 2006), and a glucose-lactose
mixture (Rocha et al,, 2013}.

Skimmed milk solution as the sole cryoprotectant allowed recover-
ing 100% of the evaluated strains at 2 years storage. Interestingly, similar
reports performed in yeast, using other cryoprotectants with storage in
liquid nitrogen, also obtained a 100% recovery after 1-year storage
(Breierovd et al, 1991). Nevertheless, a lower percentage of recovery
was observed compared to the current work. For instance, the use of di-
methyl sulfoxide and glycerol cultured in Dixon agar resulted in a

respective 81.8 and 78.8% recovery after 6-month storage at —20 °C
(Breierovd et al., 1991}. Thus, our results suggest that 10% skimmed
milk is an excellent cryoprotective agent for yeast survival after
thawing.

All the lyophilised strains assessed in our study showed a 100% re-
covery after 1-year storage, although the recovery declined to 71.42%
in the second year. In comparison to our results, Crespo et al. (2000}
achieved better recovery, suggesting that greater viability of the strains
was achieved when the lyophilic forms were stored at —80 °C, a tem-
perature that works well in cryopreservation, obviating lyophilisation.
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Background - Two studies have observed that growth media containing gentamicin can inhibit the growth of
the yeast organism Malassezia pachydermatis. The minimum inhibitory concentration (MIC) of this bactericidal
antibiotic for this organism has not been previously determined.

Objective - To evaluate the susceptibility of M. pachvdermatisisolates to gentamicin.

Methods - The MIC of gentamicin was determined using a modified version of the M27-A3 microdilution
rmethod following the guidelines of the Clinical and Laboratory Standards Institute. A rnodified Christensen’s urea
broth was used to enhance the growth of the M. pachydermatis isolates. Visual and spectrophotornetric end-
point readings were performed to detect the presence or absence of yeast growth.

Results - The MICH0 and MIC90 of gentamicin were 8.12 pg/mL and 32.5 pg/ml, respectively; M. pachyder-
matis strains were classified as susceptible (S), intermediate (I} and resistant (R). The susceptibility of these iso-
lates to gentamnicin in vitre, by visual and spectrophotometric end-point reading, was: S, 54 56%; |, 40 41%; and

R, 3 6%.

Conclusion - Prospective MICs for M. pachydermatis have been established for gentamicin.

Introduction

Malassezia pachydermatis is a lipophilic, non lipid-depen-
dent yeast and a common cause of otitis externa and der-
matitis in dogs and cats.'? This ysast is a normal
commensal and a pathogen when alteration in the micro-
climate at the skin surface facilitates microbial over-
growth.® © Topical and systernic antifungal therapy for
Malassezia dermatitis and otitis is frequently recom-
mended.®” Azole drugs such as ketoconazole, clotrima-
zole and miconazole are widely used to treat acute and
chronic skin and ear infections caused by M. pachyder-
matis.®® Treatment failure is one indication for careful
avaluation of the drugs selected for managernent.’® In
clinical practice, otic suspensions licensed for the treat-
ment of otitis externa in small animals will often contain
antifungal agents in combination with or without antibac-
terial drugs, including gentamicin, together with glucocor-
ticoids. These otic formulations are prescribed to treat
skin and ear infections with a multifactorial aetiology
including M. pachydermatis and/or bacterial overgrowth.
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The optimal antifungal therapy for the treatment of
Malassezia skin and ear infections in small animals has
not been well investigated because there is no standard-
ized method for testing the in vitro susceptibility of
M. pachydermatis organisms.? Discrepancies have been
reported  between  different azole  susceptibility
assays.”'? Alternative metnods for testing the suscepti-
bility of yeast organisms to antifungal agents could be rel-
evant for treatrment failures of dogs with Malassezia
dermatitis and otitis externa caused by M. pachyderma-
tis. Previous studies have identified some reliable
methodologies for testing the susceptibility of M. pachy-
dermatis, by evaluating the urease activity of the organ-
isrm. "5 Two separate studies have reported that media
containing gentarnicin can inhibit the growth of M. pachy-
dermatis;®"® however, the minimurn inhibitory concentra-
tion (MIC) of this bactericidal antibiotic has not been
previously calculated for M. pachydermatis.®'®

The primary aim of this study was to evaluate the sus-
ceptibility of M. pachydermatis isolates to gentamicin,
using a modified microdilution method for determination
of the MICs with a modified Christensen’s urea broth as
growth medium.'®

Materials and Methods

Isolates

Seventy M. pachydermatis isolates were collected from 68 dogs (64
with otitis and four with dermatitis} and two cats (one with otitis and
one with dermatitis). All isolates were identified by use of standard

1
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methods.'* 1718 All isolated strains were deposited in the fungal col-
lection MPULPGC at the Faculty of Veterinary Medicine of the
University of Las Palmas de Gran Canaria, Spain (strain numbers
MPULPGC1001 to MPULGC1070).

Susceptibility testing

Susceptibility of M. pachydermatis strains was tested using the
M27-A3 microdilution method for yeasts (Candida spp. and Crypto-
coccus necformans) and the optimal testing conditions proposed pre-
viously for Malassezia spp.'* 1819

The isolates were grown on Sabouraud's dextrose agar (SDA) and
incubated for 48 h at 32°C before being tested. Uniform yeast sus-
pensions were prepared in sterile distilled water supplemented with
0.04% Tween 80 (Tween 80® P4780 (Sigma Aldrich® Cuimica S.A,,
Madrid, Spain)."* Inoculum suspensions (2.5 x 10° CFU/mL} were
adjusted by spectrophotometer (Eppendort BioSpectrometer® basic,
Eppendort Iberica S.L.U.; Madrid, Spain) to an absorbance of 1.0
(@600 nmwavelength).

Dilution series of gentamicin were prepared using the M27-A3
guidelines.'® Stock suspension of gentamicin (Sigma Aldrich) was
prepared in a modified Christensen's urea broth with 0.1 % Tween 80
and 0.5% Tween 40, pH 6.2.'%'%'% Each isolate was tested for
urease enzyre production by virtue of it being able to grow in the
urea-based broth. The final gentamicin concentrations ranged from
600 pg/mL to 1.01 pgfml, from column number two to 11, in a stan-
dard eight row by 12 column, 86 well microplate (Figure S1 in Sup-
porting information). Each plate had a set of controls: colurmnn number
one was the negative control (growth medium only} and column
number 12 was a positive control containing growth medium and the
yeast solution with the omission of gentamicin.

The 96 well microtitre plates (Nunclon Delta Surface; Thermo
Scientific, Nunc, Roskilde, Denmark) were incubated at 32°C. Visual
and spectrophotometric end-point readings 492 nm wavelength)
were performed after 72 h of incubation to detect the presence or
absence of yeast growth, with positive wells showing a colour
change from yellow to red.! To corfirm that the strain growth was
associated with the colour change in the growth media in the plates,
samples from each well were cultured on SDA. After 72 h of incuba-
tion, 5 pL from each well were pipetted and grown on SDA at 32°C
for 48 h. Strain identification and estimation of colony forming units
(CFUYwere performed.

The MIC of gentarnicin was determined by visual end-point read-
ings, defined as the lowest drug concentration at which there was
50% inhibition of growth compared with the positive control.® The
spectrophotometric MIC end-point determination was defined as the
lowest concentration of gentamicin where an optical density (OD) of
<B0% of the positive control was observed."® The final optical den-
sity (OD) of each well was expressed as an average of the OB minus
the average of the QD of the negative control. The gentamicin MICE0
and MIC30 were defined as the MICs required to inhibit growth of at
least 60% or 90%, respectively, of the isolates tested compared with
the negative control. The M. pachycdermatis isolates were classi-
fied as: susceptible (8), where the MIC of isolates <MICEE; interme-
diate (), where the MIC of isolates was =MICE0 and =MIC30; or
resistant (R), where the MIC of isolates was >MIC80.% All isclates
were tested in triplicate.

Results

Visual MIC end-point reading

Seventy M. pachydermatis isolates were tested for
urease activity in a rnodified Christensen’s urea broth
using different concentrations of gentaricin (1.01
600 pg/ml). All strains were urease positive including the
positive control. After 48, 72 and 96 h of incubaticn in
SDA at 32¢°C, no CFU were detected in the urease-nega-
tive wells. Malassezia spp. were isolated from all the
urease-positive wells. The percentage of urease-positive
isolates ranged from 91.43% to 1.43% under gentamicin

2

concentrations of 1.07 pg/mL and 7b pg/mL, respectively
(Table 1). The MICBO and MICSO for M. pachydermatis
isolates (urease activity) were 8.12 ng/mL and 32.5 ug/
ml, respectively. The susceptibility of the M. pachyder-
matis isolates to gentamicin in vitro was as follows: S, 39
of 70 (65.71%); |, 29 of 70 (41.42%); and R, two of 70
(2.85%).

Spectrophotometric MIC end-point reading (492 nm
wavelength)

Seventy M. pachydermatis isolates susceptible to gen-
tamicin were evaluated by the spectrophotometric MIC
end-point reading at 492 nm following incubation for 72 n
(Table 2). The MIC50 and MICS0 for M. pachydermatis
isolates were 8.12 pg/mlL and 32.5 pg/ml, respectively.
The susceptibility of the M. pachydermatis isolates to
gentamicin in vitro was as follows: S, 38 of 70 (54.28%);
|, 28 of 70 (40%); and R, four of 70 (5.71%).

Discussion

This study confirms that a modified Christensen’s urea
broth technigue was suitable for susceptibility testing of
M. pachydermatis by MIC."2 All of the M. pachydermatis
isolates were confirmed as urease positive by observing

Table 1. Percerntage of urease activity detected in 70 Malassezia
pachydermatis isolates atter 72 h of incubation in a modified Chris-
tensen's urea broth with different concentrations of gentamicin

Gentamicin Percentage of isolates with urease activity
concentration

(ng/mby Urease positive (%) Urease negative (%)
1.01 91.43 8.57

2.03 77.15 22.85

4.06 64.29 356.71

8.12 44.29 B5.71

16.26 21.43 78.57

32.5 2.86 57.14

75 1.43 98.57

150 0 100

300 0 100

GO0 0 100

Table 2. Percentage (%) of 70 Malassezia pachydermatis isolates
showing optical density (OD) » 50% or <60% compared with a
{drug-free) growth control after 72 h of incubation with different con-
centrations of gentamicin

Gentamicin

concentration oD = 0D < B0%

(ng/mby 50% (n® strain/total strain}

1.01 92.85 7.15 (five of 70) S5=2380f70
2.03 91.42 8.58 (six of 70)

4.06 87.14 12.86 (nine of 70)

8.12 74.2% 257118 of 70

16.25 21.42 78.58 (16 of 70 =28
32.5 18.57 81.43 (13 of 70

75 4.23 95.71 (three of 70) R=4
150 1.42 98.58 (one of 70)

Nurmber of isolates classified as susceptible (S}, intermediate (1) and
resistant (R).

S, MIC of isolates =MICED; |, MICED <= MIC of isolates < MIC30; R,
MIC of isolates =MICS0.

® 2017 ESVD and ACVD, Veterfnary Dermatology



the cololr change of the media from yellow to red." This
urease activity allowed us to evaluate the growih inhibi-
tion of M. pachydermatis generated by ditferent concern-
trations of gentaricin.

The microgilution antifungal method M27-A3 is a refer-
ence method for testing the n vilro susceptinility of anti-
fungal agents to yeast organisms Candids spp. and
Cryptococcus necformans and is not standardized for
testing M. pachydermatis.'% For this reason, some rac
ormmended modifications of the M27-A3 method for test-
ing M. pachydermatis organisms were Uutilized; the
isolates were grown on rodified Christensen's urea
broth containing gentamicin and the guantity of inoculum
suspension used was higher than reccrrmended. '™
Frevious studies nave recommended an incubation time
of 72 h'"%19 In this study, we were able 1o detect sarly
colour change at 48 h. After 96 h of incubation, all wells,
including the negative control, changed colour from vel-
low to red. This pattern of colour change has been
described  previously for  Crypfococcus necformans
grown on modified Christensen’s urea broth, due t© a
change in the oH of the medium.® it is recommended,
therefore, that visual end-point readings are read up o
but not after 72 h of incubation.

To the best of the authors’ knowledge, the assessmeant
of gentamicin to innibit the growth of M. pachydermatis
has not been reporied previously using a MIC methodol-
ogy. Tnis study demonstrated that b0% and 0% of
Malassezia organisms had thelr growth innibited by a con-
centration of gentamicin at .17 pgfmt and 32.5 ug/mi,
re%ec‘twely A low percentage of Mafasseria isclates
(1.4 was inhibited at a gentamicin concentration
h:gne‘ than 75 ug/mbL. Additionally, a low percentage of
Malassezia isclates (8.57%) were hignly susceptible to
gentarnicin (1.0 ug/ml), confirming that gentarmicin inhi-
bits the growth of M. pachydermatis. It is orobable that
the WIC for gentarmicin is readily attainable with topical
miedications in licensed veterinary ear products, hut not
by paranteral administration of this antibictic.

The susceptinility of Malsssezfa isolates to gentarmicin
58 %) obsarved in this study was higher than the suscep-
tibility reported for miconazole (39.29%), clotrimazols
50%) and thiabendarole (84.1%) in previous studies.’®
contrast, the susceptinility of M. pachydermatis isolates
to antifungal agents, ketoconazole (93.3%;), itraconazole
{90%) and fluconazole (B0%:} is much higher.”

This study suggests that topical gentamicin Could
enhanice the treatment ot Aalassezia pachydermatis
infections. Follow-up studias in vivo are indicatad 1o pro-
vide evidance of clinical efticacy.
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Background Two different studies have observed that growth media containing gentaricin can inhibit the growth of
the yeast organism Malessezia pachydermatis. The minimum inhibitory concentration (MICH of this bactericidal antibiotic
for this organism has not been previously determined. Objective  To evaluate the suscentibility of M. pachvdermatis iso-
lates to gentamicin. Conelusion  MICs for M. pachydermatis have been established for gentamicin.
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Background Previous study have evaluated the action of gentamicin against
Malassezia pachydermatis

Objective To evaluate in vitro susceptibility M. pachydermatis to the
aminoglycosides

Methods The minimum inhibitory concentration (MIC) of gentamicin was
determined following methods M27-A3 microdilution and Etest®. The Etest®
was used to determine the minimum inhibitory concentration of the
tobramycin and netilmicin. The Kirby-Bauer test was used to determine the
antibiotic susceptibility to the framycetin.

Results MIC50 and MIC90 were 8.12 pg/ml and 32.5 pg/ml by microdilution
method for gentamicin. The MIC50, determined by the Etest®, was 8 pg/ml
for gentamicin and netilmicin and 64 jug/ml for tobramycin. The MIC90 was
16 and 32 ug/ml for gentamicin and netilmicin, respectively. The MIC90 was
outside of the detectable limits for tobramycin. To framycetin, 28 strains
(40%) of the 70 M. pachydermatis isolates tested showed a diameter of 22
mm, 22 strains (31.42%) showed a diameter of 20 mm, 16 strains showed a
diameter of £ 18 mm, and only 5.71% of the isolates showed a diameter of
= 22 mm.

Conclusion This study provide evidence the in vitro activity of some
aminoglycosides against M. pachydermatis. We considered Etest® method
could be a good method for these calculations with aminoglycosides.

Keywords Malassezia;, Malassezia pachydermatis; Aminoglycosides;
Gentamicin; Netilmicin; Tobramycin; Framycetin, Etest®

Introduction

The lipophilic, non-lipid-dependent yeast, Malassezia pachydermatis, is a
common commensal and occasional opportunistic pathogen of the skin and
the external ear canal in wild and domestic dogs.!”? Indeed, M.
pachydermatis is a common cause of otitis externa and dermatitis in dogs
and cats.’”* Occasionally, M. pachydermatis can cause dermatological
disorders in humans, and has been associated with nosocomial infection
outbreaks in neonates.’® Therefore, this specie is considered to be an
opportunistic human pathogen.”

Due to an increasing number of cases of fungal skin infections caused by
Malassezia spp. reported in humans and animals, the in vitro susceptibility
profiles to antifungal drugs has been recommended in order to control this
yeast.®!° Moreover, in vitro susceptibility testing for antifungal drugs has
previously been described for clinical isolates that cause treatment-resistant
otitis externa and dermatitis.***?

Antifungal susceptibility testing of M. pachydermatis can be performed using
different procedures, either by Etest® strips or by other methods based on
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines, such as

2
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disk diffusion and broth microdilution methods. Each of these methods have
previously been used for susceptibility testing with azoles.'’!?'% and
amphotericin B! to determine the in vitro susceptibility of M. pachydermatis.

Malassezia pachydermatis isolates from small animals has showed
susceptibility to gentamicin'>” and MIC50 and MIC90 were 8.12 pg/ml and
32.5 pg/ml by microdilution method'”- The aim of this study was to evaluate
the in vitro susceptibility of M. pachydermatis strains (derived from small
animals) to aminoglycosides, including gentamicin, tobramycin, netilmicin
and framycetin.

Materials and methods

In this study, a total of 70 M. pachydermatis isolates were collected from
dogs and cats with otitis externa and/or dermatitis. All isolates were
identified by standard methods,'®® all were urease positive. All strains were
deposited in the fungal collection MPULPGC at the Faculty of Veterinary
Medicine of the University of Las Palmas de Gran Canaria, Spain (strain
numbers MPULPGC1001 to MPULGC1070).

The minimum inhibitory concentration (MIC) of gentamicin was determined
following the M27-A3 microdilution method?? on the indications of Silva et
al.'’, the range of MICs was determined by spectrophotometric readings of
endpoint determination.

The aminoglycosides gentamicin, tobramycin and netilmicin were tested by
Etest® method (Biomerieux, France) at concentrations ranging from 0.016-
256 pg/ml, in addition to framycetin disk diffusion at 100 ug (Oxoid™,
Spain). Stock inoculum suspensions were prepared from all isolates in sterile
distilled water, and adjusted to the turbidity equivalent of a 0.5 McFarland
standard.

The in vitro susceptibility of these M. pachydermatis isolates to the
antibiotics mentioned above was assessed using CLSI method M44-A2'° with
Sabouraud dextrose agar. Sabouraud dextrose agar plates were dried in a
laminar flow hood for 15 min. The Etest® strips were placed radially, and the
framycetin disk was placed in the centre of the plate. The inoculated plates
were incubated at 32°C for 48 h.

The minimum inhibitory concentration (MIC) data of the Etest® strips was
collected after 48 h, following the manufacturer’s instructions. The MICso and
MICs data from these Etest® strips were reported as described by Coutinho
et al.?° The M. pachydermatis isolates were classified as either sensitive (S),

3
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intermediate (I) or resistant (R), according to the criteria proposed by
Colombo et al.?! The diameter of the zone of growth inhibition surrounding
the framycetin disk after 48 h of incubation was measured for each M.
pachydermatis isolate following the disk diffusion method.'® All isolates were
tested in triplicate.

Results

Gentamicin susceptibility of M. pachydermatis strains by
microdilution method

The MIC50 and MIC90 were 8.12 ug/ml and 32.5 pg/ml, respectively.
Etest results

The MIC50 determined by the Etest® was 8 pg/ml for gentamicin and
netilmicin, and 64 pg/ml for tobramycin. The MIC90 was 16 and 32 pug/ml for
gentamicin and netilmicin, respectively. The MIC90 for tobramycin was
outside of the detectable range (Table 1, Fig 1).

Table 2 shows the percentage of sensitive (5), intermediate (I) and resistant
(R) isolates from the 70 M. pachydermatis isolates tested. The percentage of
isolates sensitive to netilmicin, tobramycin and gentamicin were 62.85%,
54.42% and 54.28%, respectively. A higher percentage of resistant isolates
was detected for tobramycin (48.59%).

Kirby-Bauer test results

As shown in Table 3, 28 strains (40%) of the 70 M. pachydermatis isolates
tested showed a diameter of 22 mm, 22 strains (31.42%) showed a diameter
of 20 mm, 16 strains showed a diameter of £ 18 mm, and only 5.71% of the
isolates showed a diameter of = 22 mm (Fig 1).

Discussion

In this study, we present the MIC values of 70 M. pachydermatis isolates to
aminoglycosides (tobramycin, netilmicin and gentamicin). The Etest® method
was used for determination of the MIC50 and MIC90 to netilmicin, gentamicin
and tobramycin. The MIC50 and MIC90 obtained by the Etest® method for
gentamicin were in accordance with the obtained by Silva et al.!’

using microdilution method according the CLSI M27-A3 method,?? in which
the MIC50 and MIC90 were found to be 8.12 and 32.5 pg/ml, respectively.

4
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The Etest® appears to be a reliable method for estimating MICs in M.
pachydermatis.

There are no previous reports regarding the activity of netilmicin, tobramycin
and framycetin (all aminoglycosides) against Malassezia species. Comparison
of the results obtained by Etest® to gentamicin, netilmicin and tobramycin
observed the same MIC50 for netilmicin and gentamicin (8 ug/ml). However,
a lower dose of netilmicin was required to inhibit the growth of 90% of the
isolates (16 pg/ml), half of the MICO0 obtained for gentamicin. Higher
concentrations of tobramycin were required to inhibit the growth of 50% of
the strains (64 pg/ml), and the MIC90 was outside of the detectable range.
Therefore, higher concentrations of tobramycin are recommended using the
E-test method, as 256 pg/ml was not sufficient to estimate the MIC90,
Consistent with this, 48.58% of the isolates were found to be resistant to
tobramycin. In contrast, 2.85% and 11.42% of the isolates were resistant to
netilmicin and gentamicin, respectively.

When comparing our results by Etest for gentamicin with those obtained by
Silva et al.!” with the microdilution method, we observe that the results of
sensitive and intermediate strains are similar. We found a small difference in
resistant strains 11,42 % for Etest® versus 5.71% obtained by microdilution
method.!’

The CLSI has standardised the M44-A2 method as the disk diffusion method
for yeasts, this method has been tested with some antifungal agents23 but
This it has not been tested with antimicrobial agents, since antibacterial
active against yeast have never been reported except for gentamicin by Silva
et al.’” Our results obtained for the framycetin show that it could be a good
candidate for inhibiting M. pachydermatis growth, evidenced by the zone
diameters of the 70 strains, which ranged from 16 to 28 mm. Most
antibiotics that show a zone diameter higher than 20 mm inhibit growth,
therefore, our results suggest that M. pachydermatis is likely to be
susceptible to framycetin. In previous reports, Candida spp. isolates have
been reported to show susceptibility to voriconazole and fluconazole, with
zone diameters of 17 and 19 mm, respectively.!®? Therefore we consider
our results quite interesting being a starting point for future studies that
could be performed with the broth microdilution and Etest® methods to
estimate the MIC of framycetin.

Aminoglycosides are antibacterial agents generally used for the local
treatment of bacterial otitis and dermatitis, which are skin diseases
commonly associated with M. pachydermatis. Ours in vitro results provide

5
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evidence of the efficacy of these aminoglycosides for growth inhibition of this
yeast. Suggesting that these pathologies of mixed aetiology could be treated
solely with aminoglycosides, reducing the use of antifungal agents and
avoiding the risk of resistance to them. In addition, these results expand the
field of possible treatments against the pathologies by M. pachydermatis.
Moreover, in-vitro susceptibility testing for antifungal drugs has previously
been described for clinical isolates that cause antifungal treatment-resistant
otitis externa and/or dermatitis.!-!?

Therefore, we suggest that ours results could be evaluated in-vivo for the
treatment of otitis and dermatitis caused by M. pachydermatis, and could be
probably effective for inhibiting the growth of other Malassezia species in
humans and animals.

In conclusion, the results of this study provide evidence of high in vitro
activity of the aminoglycosides gentamicin, tobramycin, netilmicin and
framycetin against M. pachydermatis. For gentamicin Etest® showed similar
values of CMI50 y CMI90 that the obtained by microdilution method. We
considered Etest® method could be a good method for these calculations
with aminoglycosides.
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) of the 70 Malassezia
pachydermatis isolates determined by Etest®,
MIC ETEST®

(pg/ml)
Antimicrobial | Etest® MICso MICso
agent range
™ 0.016- 64 OR
256
GM 0.016- 8 32
256
NC 0.016- 8 16
256
MICso and MICyo, minimum inhibitory
concentration that inhibited 50% and 90% of
growth, respectively; OR, out of range;

TM, tobramycin; GM, gentamicin; NC,
netilmicin.
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Table 2. Susceptibility of 70 Malassezia pachydermatis isolates to
gentamicin, tobramycin and netilmicin determined by Etest®.

o TN I 6\ WV ) QLN VY N

ULy b PP DSsPRPR P PR WWwWwWwWwwwwwWwhANNNNDNNDNRLDNND = =2 s s 33 s 31
WO BhWN=O0OWOWRENOUBhWN =COXXNNOUEWNSOWRENOUARWN=OWREOSNOU WM =0

ETEST®
Antimicrobial | S I R
agent n (%) n (%) n (%)
™ 36 0 34
(51.42) () (48.58)
GM 38 24 8
(54.28) (34.28) | (11.42)
NC 44 24 2
(62.85) (34.28) | (2.85)

S, sensitive; I, intermediate; R, resistant; n,
number of strains tested; TM, tobramycin;
GM, gentamicin; NC, netilmicin.
Isolates were classified as S when MIC of
isolates < MICsp, I when MICsq < MIC of
isolates = MICqp, and R when MIC of isolates

> MICqg.
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Table 3. Susceptibility and zone diameter of 70 strains of Malassezia
pachydermatis to framycetin (100 pg) determined by the disk diffusion
method.
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n (%) @ (mm)
4 5.71 28
28 40 22
22 31.42 20
8 11.42 18
8 11.42 16

n, number of strains tested; @,
diameter {(mm).
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Figure 1. Etest and Kirby-Bauer test results
GM=gentamicin NC=netilmicin TM=tobramycin FY=framycetin.
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