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1) Objetivos

Objetivo general:
Determinar la frecuencia y distribucion de especies de levaduras del género Malassezia
comparando dos poblaciones: personas con VIH/SIDA e inmunocompetentes.

Objetivos especificos:

a. Aislar especies de levaduras del género Malassezia en muestras obtenidas de pacientes con
VIH/SIDA y poblacion inmunocompetente.

b. Implementar la técnica de identificacion fenotipica de las levaduras del género Malassezia
en el laboratorio de Micologia del Departamento de Parasitologia y Micologia.

c. Identificar a nivel de género y especie las levaduras del género Malassezia de las muestras
obtenidas de pacientes con VIH/SIDA y poblacién inmunocompetente.

d. Conocer y comparar la prevalencia de cada especie de Malassezia en ambas poblaciones.

e. Comparar la distribucion de especies segun, region anatomica y nivel inmunitario en
ambas poblaciones.

2) Enumere y describa las principales actividades desarrolladas en el marco de su proyecto.

1) Puesta a punto de la técnica de identificacion:

La puesta a punto consistid en recolectar muestras de voluntarios sanos, realizando los
mismos procedimientos que se llevarian a cabo luego con las poblaciones en estudio.

a. Observacion de las muestras al microscopio Optico, consignandose la presencia de
levaduras, tamafio, forma y numero por campo.

b. Aislamiento de las colonias en placas de agar Dixon modificado, posteriormente se
repicaron en tubos para su conservacion.

c. Pruebas bioquimicas: reacciéon de catalasa, realizacion del Tween Test, prueba de
termotolerancia en agar Sabouraud a 32°C.

2) Toma de las muestra de las poblaciones en estudio:




Recoleccion de muestras en poblacion N°1 (estudiantes de medicina) se llevo a cabo con
estudiantes que concurren a cursos regulares de la carrera al Instituto de Higiene.

Recoleccion de muestras en poblacion N°2 (pacientes de la policlinica de Enfermedades
Infecto-contagiosas del Instituto de Higiene) las muestras se obtuvieron de individuos VIH
positivos.

En ambos casos previo a la recoleccion de muestras se solicito el consentimiento informado y
se realizo la recoleccion de datos patronimicos en la planilla desarrollada para tal fin.

Toma de muestra: Se realizd mediante el método de la impronta con cinta adhesiva
transparente, colocandose cinta adhesiva en la region frontal y surco nasogeniano.

Luego se realiz6 un examen directo de la cinta coloreada con azul de metileno al microscopio
optico con aumentos de 200x y 400x consignandose el nimero promedio de levaduras por
campo de 1000x; utilizandose una escala cuantitativa para catalogar a las muestras positivas:
a. Escasa cantidad de levadura si en el campo se observan de 1- 5,

b. Moderada cantidad de levadura si en el campo se observan de 5-10

c. Abundante cantidad de levadura si en el campo se observan >10.

También se consigné su morfologia valorando el tamafio, forma, dimension de la union al
brote y presencia de filamentos.

Cultivo: se efectudé tomando las muestras con hisopo estéril en las regiones anatomicas a
estudiar, sembrandolas en placas de Petri con agar Dixon modificado con agregado de
cloramfenicol. Se realizé la incubacion de las placas en estufa a 32°C, con controles diarios,
descartando las placas que no poseian crecimiento a los 14 dias.

Identificacidn y conservacion de las levaduras: para la identificacion de las colonias aisladas
se siguieron los criterios de identificacion de especies propuestos por Gueho y colaboradores
valorando la morfologia y tamafio de las levaduras. Con el fin de estudiar las propiedades
fisiologicas se realizaron las pruebas bioquimicas de catalasa por el método convencional y
sus requerimientos lipidicos mediante el test de difusion de Tween propuesto por Guillot y
cols. Las levaduras una vez identificadas se conservaron en heladera por duplicado en tubos
con tapa de rosca.

Analisis de los datos obtenidos: se implement6 una base de datos en el programa Excel donde
se constataron todas las variables en estudio. Las variables cuantitativas fueron expresadas
como media £ desvio estandar y las cualitativas fueron expresadas en frecuencia absoluta.

3) Indique si se han efectuado todas las etapas planteadas en el cronograma de ejecucion
del proyecto. En caso de que su cronograma haya sufrido alteraciones o no se haya podido
cumplir con todas las etapas definidas en el cronograma, aclare los motivos de tal situacion.

Se pudieron efectuar todas las etapas planteadas en el cronograma, sin embargo no con el
limite de tiempo que se habia establecido por lo que se solicitd la prérroga.

La puesta a punto del Tween Test, técnica fundamental para la identificacion de las
levaduras, implicé tomar un mayor tiempo del especificado en el cronograma previamente
pautado; debido a las dificultades que se estipulan en el item N°6. Esta etapa se efectud desde
abril a principios de noviembre del 2015. De esta manera se superpuso con la etapa de
recoleccion de muestras (la cual comenzdé en el mes de agosto para la poblacion N°I,
finalizando en octubre) y con el comienzo de la recoleccion de muestras de la poblacion N°2
(etapa que finalizé a mediados de enero del 2016).

La ultima etapa de analisis de los datos obtenidos se realizé al finalizar las anteriores.



4) Indique los principales resultados obtenidos.

Se estudiaron un total de 40 estudiantes de medicina, 32 mujeres y 8 varones; con edades
comprendidas entre los 19 y 25 afios, siendo el promedio de edad de 22 anos (+4,27). Dos
estudiantes presentaban dermatitis seborreica al momento del estudio, sin tratamiento previo.
Un estudiante se encontraba en tratamiento con corticoides via oral por una patologia
respiratoria.

En el grupo de individuos VIH+ se estudiaron 40 pacientes, 19 mujeres y 21 hombres con
edades comprendidas entre los 21 y 54 afios, siendo el promedio de edad 41,5 afios (£10,69).
Tres individuos presentaban Pitiriasis Versicolor al momento del estudio y dos de ellos
Dermatitis Seborreica de rostro, ambos sin tratamiento. Todos los individuos menos uno se
encontraban en tratamiento antirretroviral, la carga viral de 37 pacientes era indetectable, 3
pacientes se encontraban en un nivel detectable,

De cada poblacion se obtuvieron 80 cintas adhesivas y 80 cultivos, constituyendo un total de
160 muestras de cada poblacion.

Dado que el examen micoldgico consta de directos y cultivos se toma como unidad las
muestras obtenidas de directo y cultivo.

139 (86,8%) de los 160 estudios realizados a ambas poblaciones son positivos
correspondiendo: 20 (27,8%) con micologico directo y cultivo positivo y 119 (85,6%) en las
que el examen directo fue positivo pero no se logrd el aislamiento de la levadura en los
cultivos.

Estudio directo: se observaron al microscopio optico 160 cintas adhesivas tefiidas con azul
de metileno correspondientes a ambas poblaciones en estudio.

Estudiantes de medicina (n=40): de la region frontal se obtuvieron 8/40 (20%) muestras
negativas, y 32/40 (80%) muestras positivas, de las cuales: 21 escasa cantidad; 4 moderada
cantidad y 7 abundante cantidad. En las muestras provenientes del surco nasogeniano se
encontraron 2/40 (5%) negativas y 38/40 (95%) positivas , dentro de las cuales 19 escasa
cantidad, 7 moderada cantidad y 12 abundante cantidad. En una muestra de region frontal
se observaron filamentos.

Pacientes VIH+ (n=40): de la region frontal se obtuvieron 8/40 (20 %) muestras negativas,
32/40 (80%) muestras positivas, de las cuales 19 poseian escasas cantidad, 5 moderada
cantidad y 8 abundante cantidad. En el surco nasogeniano se observaron 3/40 muestras
negativas, 37/40 muestras positivas dentro de las cuales se caracterizan 21 escasa; 9
moderada y 7 abundante.

Cultivos: De un total de 160 muestras sembradas en agar Dixon Modificado, provenientes de
80 individuos (40 individuos sanos, 40 VIH+) se obtuvieron 20 aislamientos (12,5%) de
Malassezia spp. Todos los aislamientos corresponden a muestras positivas al examen directo.
Estudiantes de medicina: se aislaron 18 cepas, encontrandose 2 especies: M. dermatis (16),
M. japonica (2). De los aislamientos, 9 corresponden a la region frontal y 9 al surco
nasogeniano.

Pacientes VIH+: se obtuvieron 2 aislamientos de Malassezia spp, ambos correspondieron a
Malassezia dermatis y fueron provenientes del surco nasogeniano.

No se encontrd en las muestras obtenidas asociacion entre mas de una especie. Se observo
asimismo el desarrollo de otros microorganismos como: bacterias y otras levaduras Candida
spp, Trichosporon spp y Rhodotorula spp.

El porcentaje de aislamientos en cultivos en este estudio, es similar al de otros estudios de la
region realizados en individuos sanos con muestras provenientes de rostro.




La prevalencia de levaduras en los examenes directos de ambas poblaciones es similar. El
alto nivel de examenes directos positivos remarca la presencia de levaduras del género
Malassezia como flora normal de la piel.

En relacion al predominio de aislamientos en la poblacion estudiantil creemos, se debe a una
mayor actividad de las glandulas sebaceas entre los 18 y 25 afios de edad; lo que estd
ampliamente documentado.

Vinculado a esto existieron diferencias en la distribucion por edades, se destaca que el
promedio de edad en la poblacion de estudiantes (22 afios £4,27) fue menor que en el grupo
de individuos VIH+ (41,5 afios +10,69)

La especie aislada en individuos VIH coincide con la especie mas frecuentemente aislada en
poblacién estudiantil. Se necesitaria un mayor nimero de estudios para corroborar diferencias
entre aislamientos de especies.

Se consideran de importancia otros estudios en otras poblaciones, en piel sana y enferma,
diversos grupos etareos y regiones corporales, con el fin de poder conocer la epidemiologia
y el potencial patdégeno de las especies de levaduras del género Malassezia en Uruguay.

5) Indique si los resultados parciales o finales del proyecto fueron difundidos a través
de alguna actividad (charlas, seminarios, talleres, prensa, edicion de materiales
impresos, etc.).

La metodologia y resultados del estudio se difundieron en reuniones de catedra del Dpto de
Parasitologia y Micologia con el resto del equipo docente y de otros especialistas que
concurren a la misma.

6) En caso de haber enfrentado dificultades en el desarrollo del proyecto de
investigacion, realice una breve descripcion de las mismas.

Existieron diversas dificultades técnicas para la puesta a punto de la identificacion de las
levaduras:

En lo previo: relacionados al proceso de adquisicion de los materiales a utilizar ya que
existen plazos extensos desde la cotizacion de los materiales hasta su llegada al Dpto.

En relacion a la recoleccion de las muestras también se dieron dificultades vinculadas
fundamentalmente a los horarios de la policlinica de Enfermedades Infecciosas y el tiempo
disponible de las estudiantes, asi como licencias por parte del equipo de salud, etc.

Durante: dificultades vinculadas al proceso de adquisicion de habilidades-destrezas en la
manipulacion de los materiales y para el trabajo de mesada: el hecho de trabajar con placas,
asi como las condiciones locales (laboratorio en reparacion) favorecieron la contaminacion y
necesidad de repeticion de las pruebas.

Estas circunstancias determinaron que debieramos tomar la decision de bajar el numero total
(n) de las poblaciones a estudiar, de 60 individuos en cada poblacién a 40.

En cuanto a dificultades vinculadas a la identificacion de las levaduras, se utilizo el aceite de
ricino identificado en la bibliografia con la finalidad de diferenciar dos especies: M. furfur de
M. dermatis segin la asimilacion del mismo o no. Sin embargo no contamos con un control
positivo para poder validar la técnica; no se pudo comparar la cepa de referencia lo que
quedara pendiente a futuro.



7) En base a su experiencia de trabajo en equipo en el marco de este Programa, le
solicitamos que realice sugerencias o comentarios para ser tomados en cuenta en futuras
ediciones del mismo.

En la Facultad de Medicina se desarrolla todos los afios el curso de Metodologia Cientifica II
en el cual los estudiantes que se encuentran cursando el 6° afio de la carrera pueden realizar
un trabajo de investigacion. El hecho de haber realizado antes un proyecto PAIE aporta a los
estudiantes herramientas para el desarrollo de investigaciones futuras o la continuacioén de
otros proyectos.

Los tiempos de las compras dentro del afo que se determina para la realizacion del proyecto
pueden retrasar el inicio de la etapa experimental, por lo que creemos que para desarrollarlo
en un ano deberia acreditarse el dinero algunos meses antes para poder iniciar con todos los
materiales la etapa experimental.

8) Resumen:

“Aislamiento e identificacion de levaduras del género Malassezia en individuos
VIH/SIDA e inmunocompetentes”

Estudiantes: Annie Arrillaga Victoria Cabo, Cecilia Martinez, Tatiana Sellanes.
Docente orientador: Prof. Agda. Dra. Zaida Arteta

Docente co-orientador: Prof. Adj Patricia Perera

Servicio: Depto. de Parasitologia y Micologia. Facultad de Medicina. UdelaR.

Las levaduras del género Malassezia se consideran patdgenos oportunistas causantes de
diversas afecciones dermatologicas. La prevalencia de afecciones por estas levaduras varia en
distintas regiones del mundo seglin el clima local o en regiones anatomicas de un mismo
hospedero. No se ha podido aclarar completamente el rol patégeno de ellas y su relacion con
el estado de inmunosupresion.

El objetivo del presente estudio es caracterizar y comparar la distribucion de especies de
levaduras del género Malassezia en pacientes con VIH/SIDA e inmunocompetentes.

Se estudiaron 80 individuos subdivididos en dos poblaciones, VIH-SIDA e
inmunocompetentes. Se tomaron muestras para examen micoldgico directo (mediante la
técnica de cinta adhesiva transparente) y cultivos (realizando hisopado) ambas del surco
nasogeniano y frente. Las colonias se identificaron en base a criterios macro y microscopicos
y a test fisiologicos como prueba de la catalasa y requerimientos lipidicos: Tween 20, 40, 60
y 80.

Se recolectaron 160 cintas adhesivas para examen directo y 160 cultivos constituyendo un
total de 320 muestras provenientes de ambas poblaciones.

Se evidencio la presencia de levaduras del género Malassezia en 305 muestras (95,3 %) por
analisis microscopico directo y 20 (6,25%) se aislaron por cultivo. Correspondiendo 18 de
ellos a M. dermatis y 2 de ellos a M. japonica. Esta distribucion es similar a estudios de otros
autores. El bajo nimero de aislamientos en cultivo con respecto a las muestras positivas
puede explicarse por la técnica de recoleccion de la muestra, o el medio utilizado para su
aislamiento inicial el cual no garantiza el crecimiento de todas las especies por igual.



El bajo nimero de aislamientos en personas con VIH puede explicarse ademas por la franja
etaria mayor en este grupo.

9) Gastos

Cantidad item-descripcion

1000 pipetas Pasteur de 3.0ml estériles $ 2.324,00

1 Refrigerador: 165L, Freezer 63L,
159x54xprof.64cm § 12.821,71

10 Resmas papel Fanacopy A4 x 500 75G §$
1.183,40

40 Portaobjeto comun Deltalab 76x26mm c/banda
p/rotular caja x 50 $3.416,00

3 Cubre objetos de 24x24 mm Deltalab caja x
200  $358,68

50 Tubo ensayo 17x98mm Assistent Vidrio ¢/
tapa rosca $ 1.464,00

1 toner Samsung 101S P/ML-2165W/21166-940
$2519

No se compraron articulos de bibliografia.

FIRMA DEL ESTUDIANTE RESPONSABLE




Comentarios del docente orientador:

El grupo de estudiantes y en particular la Br. Annie Arrillaga trabajo con destacada
responsabilidad y dedicacion en el proyecto, han logrado poner a punto la técnica que no se
realizaba en nuestro laboratorio y se han encargado de todos los aspectos relacionados con la
concrecion del proyecto.

Los resultados obtenidos son excelentes desde el punto de vista del aporte al conocimiento en
el medio dado que no existian hasta el momento datos nacionales de identificacion de estas
levaduras, sin embargo es de destacar el bajo numero de aislamientos en cultivos. Esto ultimo
puede explicarse por la técnica utilizada para la recoleccion de las muestras lo cual sera
objeto de andlisis y mejora en etapas posteriores.

pensamos que es fundamental completar el trabajo con un mayor nimero de muestras y
mejora en la toma de la muestra para cultivo.

FIRMA DEL DOCENTE ORIENTADOR



