UNIVERSIDAD NACIONAL DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

DESCRIPCION DE UNA NUEVA ESPECIE DE MALASSEZIA:
MALASSEZIA OCHOTERENAI AGENTE CAUSAL DE
PITYRIASIS (TINEA) VERSICOLOR. Y POSICION
SISTEMATICA DEL GENERO MALASSEZIA.

TESLS

que presenta Margarita Maecke Simroth para optar al grado de

Maestro en Ciencias Biolégicas.

México, D. F.
1942



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






DESCRIPCION DE UNA NUEVA ESPECIE DE MALASSEZIA:
MALASSEZIA OCHOTERENAI AGENTE CAUSAL DE
PITYRIASIS (TINEA) VERSICOLOR, Y PCSICION
SISTEMATICA DEL GENERO MALASSEZIA

Por MARGARITA
del Instituto

La nueva especie descrita a continuacion se aislo ds una pityria-
sis versicolor, en su forma tipica, en una senorita originaria de Xilitla,
San Luis Potosi, paciente del Sr. Dr. Manuel Gea Gonzdlsz, guien bon-
dadosamente puso a nuestra disposicion este case por lo que le que-
damos muy agradecidos. La enferma tenia 29 afios y presentaba en
la regién pectoral manchas de 0.5 a 2 cms. de diametro, redendeadas
u ovaladas, aisladas o confluentes, de color moreno mas o menos
fuerte, de bordes netos, de aspecto grasoso y recubiertas de una fi-
nisima descamacion furfurdcea, mas notable en los berdes de la le-
sién. Las escamas se levantaban facilmente con el escalpelo y eran li-
geramente amarillentas. No se observaron lesiones en ninguna otra
parte del cuerpo. No tenia comezén ni otros signos funcionales. Las
manchas le habian aparecido hace 6 meses, empezando en la regién
del estemén y extendiéndose hacia arriba sin llegar a invadir el
cuello.

Las escamas utilizadas en este estudio fueron tomadas por el Dr.
I. Ochoterena. Doy las gracias a mi estimado maestro por haberme
facilitado este interesante material.

Descripcion del organismo en las escamas.—El examen directo
en las escamas demostro la presencia de un micelio abundants, com-
puesto de hifas cortas de 14 a 41 micras de largo (promedio 17.7 mi-
cras) y de 2.7 a 5.3 micras de ancho (promedio 3.4 micras). Los filamen-
tos hifales poco ramificados o mds frecuentemente sin ninguna rami-
ficacién eran sinuocsos y muy a menudo se unian varios fragmentos
para formar los filamentos mas largos.
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MARGARITA MAECKE

Fig. 1.—Filamentos y esporas de Malassezia ccheterenai en
una escama fijada en alcohol absoluto y tehida con verde luz.

Fig. 2.—Filamentos hifales en una escama.
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Observando las escamas tratadas con potasa, los filamentos lar-
gos y septados eran raros, se velan fragmentos pequenos, no septa-
dos o a lo sumo dos fragmentos unidos. Fijando la escama en alcohol
absoluto y tifiéndola con verde luz se encontraron en cambio, fila-
mentos largos compuestos de varias células formando extensas ma-
llas.

Ademas de estos filamentos miceliales se encontraron "esporas’
esféricas, ovoides o poligonales, aisladas o mds frecuentemente uni-
das en paquetes de mas o menos 20 elementos rodeados de filamen-
tos hifales. Estas “esporas’” o células levuriformes, poseian a veces
una pequefia prolongacion en forma de yema, sus paredes eran muy
refringentes, muy netas y con frecuencia contenian un cuerpo globu-
lar en el centro. El diadmetro de las esporas fué de 3 a 5.3 micras (pro-
medio 1.99 micras). Se observaron filamentos que teniom en su base
una espora, como si hubiesen germinado de ella. (Figs. 1, 2 v 3).

No hubo elementos parasitarios en los pelos.

La estructura de esta especie de Malassezia en las escamas es,
por lo visto, muy semejante a la estructura de Malassezia furfur (Ro-
bin) Baillon 1889. El ancho de las hifas es un poco mayor, el didme-
tro de las esporas es ligeramente menor en Malassezia ochoterenai.

Fig. 3.—a, aspectoc de los filomentos en una escama tratada con potasa; b, 1
en una sscama fijada en alcohol y tedida con verae luz; ¢, grupo de esporas y
aisladas; d, grupo de esporas rodeadas de filamentos largos.
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Descripcion del organismo en los medios artificiales.—Para el cul-
tivo de la Malassezia a partir de las escamas, se sembraron fragmen-
tos de escamas en unos 15 tubos, que contenion el medio de Sabou-
raud glucosado (pH. 5.5). Los tubos se mantuvieron a la temperatura
del laboratorio (mas o menos a 20° C.)

De esos 15 tubos, sélo 3 dieron cultivos de la dermatofita.

A los 10 6 15 dias se observo el desarrollo de un hongo de color
moreno subido, abultado, aterciopelado sobre el desarrollo de bacte-
rias (sarcina de color crema). Las colonias desarrolladas eran peque-
fiisimas, de 1 mm. de didmetro. Estas colonias se fueron transplantan-
do en cortos intervalos a otros tubos con el fin de aislarlas a groso
modo de las bacterias y lograr un mayor desarrello. Al cabo de 15
dias mas, las colonias, todavia contaminadas, eran lo suficientemente
grandes para poder rasparles la superficie y sembrar ese raspado li-
bre de bacterias en otros tubos. Del cultivo desarrollado a partir del
raspado, se hizo una dilucidon en medio de Sabouraud liquido y se
sembraron con una sola asada de la dilucion, 3 cajas de Petri con
Sabouraud soélido. De la tercera estria se escogidé mds tarde una colo-
nia aislada que se sembro en tubo. De esta manera se logrd el com-
pleto aislamiento de la Malassezia cchoterenai.

Esta nueva especie, es entonces igual que las demds especies de
Malassezia de cultivo inicial dificil. Una vez obtenido el cultivo, las
resiembras siempre se logran facilmente.

Caracteres culturales macroscopicos.—Para obtener uniformidad
en los resultados, todas las observaciones se hicieron con cultivos des-
arrollados, a partir de una asada de emulsién de esporas en Sabou-
rcud liquido, emulsion hecha a su vez con una asada de esporas de

un cultivo joven. Todos los cultivos se mantuvieron a la temperatura
del laboratorio. Los diversos medios de cultivo empleados, se prepa-
raron siguiendo las técnicas indicadas por Dodge, Thom, Sabouraud
y Henrici. El pH de los medios se determino potenciométricamente. El
color de las colonias se compard con el “Code Universel des Couleurs
pour E. Séquy’.

Estudio de los caracteres macroscopicos en medios sélidos gelo-
sados:

1.—Infusién de frijol gelosado (pH 6.0). E]l desarrollo en este medic
es abundante. Ya a los 3 dias se observan colonias pequenias, ape-
nas visibles. Estas colonias crecen hasta alcanzar 2 mm. Al principio



MALASSEZIA OCHOTERENAI

las colonias estén aisladas, pero a los 20 dias casi la mayoria se han
unido. Después de los 20 dias el crecimiento va disminuyendo y a los
50 dias mds o menos cesa por completo.

La forma de la estria es al principio moniliforme y luego se vuel-
ve equinulada casi en su totalidad.

La estria es elevada, sélo una pequetiisima franja del borde es
plana, formada por micelio radiado.

La superficie es seca, opaca, aterciopelada, con circunvoluciones
pequenas causadas por la union de las colonias aisladas.

El borde de la estria es ondulado. (Fig. 4 a).

Fig. 4.—Aspecto de los cultives en esiria: a, en infusion de frijol gelosa, b, on
Gorodkowa; c, en Sabouraud maltosado; d, en agar Ulscheck.

El color es moreno claro a los 3 dias, pero ya a los 7 dias posee
un color moreno-chocolate. El color va acentuéndose poco a poco has-
ta tener a los 80 dias un color que corresponde mds o menos al ni-
mero 701. El color moreno es muy caracteristico pues lo encontramos
con ligeras variaciones en todos los medios empleados, es el color
que se produce en la piel, sélo que mds acentuado. El revés de la es-
tric es casi negro desde los 7 dias. El pigmento se difunde en la in-
fusién de frijol gelosa con mucha rapidez. Ya a los 7 dias se observa
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debajo de la estria, que el medio comienza a oscurecerse, a los 14
dias todo el medio se ha oscurecido, acentudndose un poco mds en
los siguientes dias. La infusion de frijol gelosa es el medio en que
mas facilmente se difunde el pigmento.

Interesante es el hecho que a los 15 dias empieza a irisarse la su-
perficie del medio, siendo este fendmeno caracteristico y exclusivo en
el medio de infusién de frijol gelosa.

No se produce olor marcado, a los 50 dias se nota un ligerisimo
olor putrido.

La colonia gigante es al principio circular, de bordes enteros, de
elevacion convexa. Mds tarde, los bordes se vuelven ligeramente lo-
bados, la forma convexa desaparece, y la colonia es mas elevada
en el centro, el cual es de aspecto cerekriforme o crateriforme. Desde
el borde de la elevacion central parten surcos radiales profundos y
regulares. (Fig. 5). A los 25 dias mide 10 mm. v a los 50 dias 18 mm.
de diametro. Después de este tiempo ya no cumenta el tamafio de la
colonia. El color es primero uniforme, luego aparecen manchas lige-

Fig. 5.—Colonia gigante de 30 dias en infusién
de frijol gelosa (pH 6.0).

ramente mds claras. El aspecto es aterciopelado como hasta los 50
dias, luego se vuelve un poco pulverulento. El revés de la colonia
que es casi negro, presenta desde los 20 dias grietas radiales que par-
ten desde el centro de la colonia. La consistenéia es como la del car-
tén, v puede romperse fdcilmente mediante el asa de platino.
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2.—Gelosa glicerinada al 6% (pH 7.2). Al principio, los caracteres
de la estria en gelosa glicerinada son muy semejontes a los de la
estria en el medio anterior: a los 3 dias aparecen colonias punctifor-
mes, que van creciendo mds rdpidamente gue en infusién de frijol
gelosa. Son también circulares, convexas y con una franja angosta
de micelio radiado. Las colonias confluyen en este medio mucho mas
rapidamente. A los 20 dias la estria es equinulada y mdas o menos el
doble de ancho que lu estria en el medio anterior.

La estria es elevada, pero posee una franja de micelio radial en
el borde que tiene 1 mm. de ancho.

La superficie es seca, aterciopelada, cen circunvoluciones gran-
des.

Fig. 6.—Cultivo en estria: a, en agar de Kauliman;-b, en Czapeks; ¢, en gelosa
glicerinada al 6% y d, en gelosa simple.

El borde es ondulado. (Fig 6 ).

El color es mas claro y tirando al color de la cansla. Es uniforme
al principio, pero a los 30 dias se mancha con zonas mds claras. Pue-
de decirse que el color es el de la tierra de siembra, y corresponde al
numero 176 de la tabla de Séguy.
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El revés de la estria es casi negro, pero menos pronunciado que
en el medio anterior.

En la gelosa-glicerina también se difunde el pigmento, pero con
lentitud.

No se produce olor.

'La colonia gigante solamente es durante los primeros dias muy
semejante a la colonia gigante en el medio anterior. A los 25 dias los
bordes son ondulados, la elevacion convexa, v sélo existen ligeros
surcos radiales en la zona estrecha del borde. (Fig. 7). La colonia gi-

\

Fig. 7.—Golonia gigante de 30 dias en gelosx
glicerinada al 6% {pH 7.2).

gante en gelosa glicerinada es mds grande que en infusién de frijol
gelosa. Mide a los 25 dias 14 mm. y a los 80 dias 22 mm. de diagmetro.
El color es mds claro en el centro que en el borde de la colonia. Por el
revés se observa también que la colonia se ha agrietado en el centro.
La consistencia asimismo es como la del cartén.

3.—Sabouraud maltosado (pH §.5). El desarrollo no es muy abun-
dante. Las colonias a lo largo de la estria son muy pequefias, puncti-
formes, nunca llegan a tener mdés de 0.5 mm. de didmetro. Se unen
pronto y forman una estria equinulada, vermiforme, angosta. Un da-
to caracteristico es que al mes aproximadamente empieza a encoger-
se la estria, abultandose.

La estria es en su totalidad elevada, no se forma un borde planc
de micelio radiado. (Fig. 4 o).
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La superficie es aterciopelada, verrucosa.

El color es moreno tirando al gris y corresponde al ntmero 132
Primero es uniforme, pero luego presenta manchas de tonos mdas cla-
TOS.

El revés es casi negro y el pigmento no se diflunde en el medio.

No se produce olor especial.

La colonia gigante es abultada, de bordes ondulados, de super-
ficie ligeramente cerebriforme, de desarrollo lento. Mide a los 25 dias
5 mm. de didmetro. (Fig. 8).

Fig. 8.—Colonia de 30 dias en Sa-
bouraud maltosado (pHH 5.3).

4.—Sabouraud glucosado (pH 5.0). Los caracteres de cultivo en
este medio son andlogos a los observados en Sabourcud maltosado.

5.—Mosto gelosado (pH 5.3). El crecimiento es abundante, casi
tan abundante como en gelosa glicerinada. Las colonias pequehas
de | mm. de didmetro, circulares, poco elevadas se unen pronto y
formon una estria equinulada del ancho de la estria en gelosa glice-
rinada.

La estria es- sélo ligerisimamente elevada en el centro; el aspec-
to general es de una estria plana.

El centro estd formado de circunvoluciones pequefias. El borde
es plano y de 2 mm. de ancho, sus limites son ondulados. (Fig. 9 a).

Al principio el aspecto es aterciopelado pero pronto se vuelve pul-
verulento. A los 12 dias se desprenden masas pequerias, pulverulen-
tas de esporas.
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El color es como en Sabouraud maltosado, moreno ligeramente
grisdceo.
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Fig. 9.—Cultivos en estria; a, en mosto gelosa; b, en infusion de
pratata gelosada; ¢, en infusién de patata gelosada y glucosada.

El revés es casi negro, el medio no cambia de color.

La colonia gigante es muy semejante a la colonia gigante en in-
fusiéon de frijol gelosa. Es circular, los bordes ligeramente lobados, el
centro elevado, crateriforme o cerebriforme, con surcos radiales pro-
fundos v regulares en el borde de la colonia. E]l color es uniforme. El
didmetro es a los 25 dias de 12 mm. (Fig. 10). Las colonias no demues-
tran nunca crecimiento arborescente (arbor vitae), dato caracteristico
en el crecimiento de la colonia gigante de Malassezia furfur.
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6.—Infusién de patata gelosada (pH 5.5). El desarrollo es pobre.
Las colonias pequefiisimas, punctiformes no llegan a alconzar mas
de 0.3 mm. No confluyen facilmente. La estria permanece moniliforme.

La elevacién de la estria es minima.

Fig. 10.—Aspecio de una colonia gigante de
30 dias en mosto gelocsado (pH 5.3).

Las colonias circulares son morenas grisaceas (Fig. 9 a).
El revés es moreno subido, el color no se difundz en el medio.
La colonia gigante de forma irregular, con los bordes lobados, es

plana y su superficie es ligeramente rugosa, de aspecio velloso. Mi-
de a los 25 dias 6 mm. de didmetro. (Fig. 11).

7.—Infusién de patata gelosada y glucosada (pH 5.5). El d=sarro-
llo mejora mucho con la adicién de glucosa en la infusién de patata.
Las colonias circulares, abultadas, se unen pronto para formar una
estria equinvlada en parte v en parte formada de colonias aisladas
de 2 mm. de didmetro.

El color es el mismo que en la infusion de patata simple sélo que
mas subido. (Fig. 9 a).

El pigmento se difunde en el medio a los 20 dias.

La colonia gigante tiene sus bordes ligeramente ondulados, es ele-
vada, un poco cerebriforme en su superficie, aterciopelada y en ge-
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neral de aspecto muy semejante al que tiene la colonia gigante en
Sabouraud maltosado. (Fig. 12). A los 25 dias tiene un didmetro de
8 mm.

Figs. 11.—Colonia de 30 dias en infusion de pataia gelosa (pH 5.5). 12.—
Colonia gigante de 30 dias en infusién de patata gelosada y glucosada (pH 5.5).

8.—Agar de Ullscheck (pH 5.3). El crecimiento es escaso, un poco
menor que en infusion de patata simple gelosada. El aspecto es casi
igual al que presenta en el medio citado. (Fig. 4 d). El color es un poco
rojizo, como el de la canela. El revés es casi blanco. El pigmento no se
difunde en el medio. No se produce olor.

La colonia gigante es muy distinta a las colonias descritas en los
medios anteriores. Es miceloide, de bordes lobados, completamente
plana. El centro es mds compacto y ligeramente verrucoso. Todo el
resto de la colonia es transparente, formada de hifas radiales. Existen
ligeras zonas tanto radiales como circulares. (Fig. 13). El color es el
de la canela, el aspecto es primero aterciopelado luego granuloso. El
revés es casi negro en <l centro y moreno claro hacia el borde, a los
80 dias mide 25 mm. en su didmetro mayor.

9—Agar de Czapek (pH 5.2). El desarrollo es escaso. Las colo-
nias a lo largo de la estria son ain mds pequefias que las que se des-
arrollan en el Agar de Ullscheck (Fig. 6 b). El color es moreno grisa-
ceo. El pigmento no se difunde en el medio.

La colonia gigante es parecida « la colonia miceloide en Agar de

Ullscheck, sélo que més compacta. Su didmetro o los 50 dias es de
11 mm.
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10.—Agar de Kauftman (pH 4.8). La estria moniliforme estd forma-

da por colonias de 1| mm. de didmetro casi negras. En este medio las

colonias adquieren la mdxima intensidad en su color. El pigmento no

se difunde en el medio. (Fig. 6 c).

La colonia gigante es de bordes lobulados, plana, ligeramente co-

rrugada y mide a los 50 dias 6 mm. de didmetro.

11.—Gelosa simple (pH 7.2). La gelosa nutritiva es el medio gelo-
sado menos favorable para el desarrollo de la Malassezia ochoterenai.
Las colonias punctiformes, son planas, de borde irregular, opacas, v

de color moreno claro. Es el medio en que se adquiere la menor inten-
sidad de color. (Fig. 6 d).

Figs. 13.—Colonia gigante de 80 dias en agar de
Ulscheck (pH 5.3). 14.—Aspecto de una colonia de 80

dias en gelosa nutritiva (pH 7.2).

La colonia gigante es plana, semitransparente. El centro es lige-
ramente mds oscuro y provisto de pequefias elevaciones punctiformes.
Los bordes son auriculados y el diametro a los 80 dias es de 16 mm.
(Fig. 14).

De los medios gelosados los mas apropiados para el desarrollo
de la Malassezia ochoterenai son la gelosa glicerinada al 8% vy el
mosto gelosado.

Las colonias en todos los medios gelosados son morenas, varion-
do del tono gris al rojizo, siendo el color mas acentuado en la gelosa
de Kauffman. Son en su mayoria cerebriformes v compactas, excepto
en la gelosa de Ullscheck, de Czapek v en la gelosa simple. Son de
la consistencia del cartén, mucoides, no filamentosas, siempre opa-
cas, nunca brillantes.
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Estudio de los caracteres macroscopicos en los medios sélidos

gelatinizados.

12.—Solucién de Raulin gelatina (pH 5.7). El desarrollo es muy
abundante. Ya a las 48 hs. se observan a lo largo de la estria colonias
punctiformes. A los 6 dias la estria comienza a ser equinulada. A los
20 dias la estria tiene 6 mm. de ancho.

La estria es muy elevada, abultada. A los 20 dias aproximada-
mente aparece una franja de micelio radiado pleno en el borde, que
no es constante, pues en muchos tubos no se forma.

La superficie es aterciopelada, cerebriforme. A los 25 dias apare-
cen sobre ella pequenias vy numerosas gotas de condensacién incolo-
ras. Estas gotas de condensacion tampoco aparecen con constancia.

El borde de la estria es ondulado (Fig. 15 a y k).

BT s L
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Fig. 15.—Cultivos en estria desarrollados en: a, Raulin gelatina, a los 20 dias
b, en el mismo medio a los 80 dias; ¢, Hayduk gelatina, y d, gelatina simple.

El color es moreno grisdceo, como el color de la estria en Sabou-
raud maltosado. El revés es negro. A los 8 dias el pigmento empieza
~ difundirse por debajo de la estria. A los 50 dias, todo el medio ha
cambiado su color, aungue todavia se ve mds fuertemente coloreado

por debajo de la estria.
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Sembrando en picadura, se observan a los 3 dias pequenas colo-
nias blanquizcas a lo largo de la picadura v en la superticie un des-
arrollo de mds o menos 1| mm. de digmetro. A los 10 dias el creci-
miento profundo, es velloso, no muy abundante. En los dias sucesi-
vos ya no se modifica el crecimiento en la picadura. La superficie se
cubre completamente con un desarrollo cerebriforme muy abultado
que se encoge y rompe la gelatina (Fig. 16 a y b).

Fig. 16.—Aspecto de los cultivos en picadura: a, en Raulin gelatina, a les 20 dias;
b, en el mismo medio a los 80 dias; ¢, Hayduk gelating; d, gelatina simple.

No hay licuefaccion de la gelatina.

La colonia gigante es de forma irregular, fuertemente cerebrifor-
me, elevada, de aspecto aterciopelado. Mide a los 25 dias 9 mm. vy
a los 80, 22 mm. en su didmetro mayor. (Fig. 17). El color es primero
uniforme, luego adquiere manchas mas claras. La consistencia es co-
mo la del cartén.

13.—Solucion de Hayduk gelatina (pH 6.7). Al principio el des-
arrollo de la estria es muy semejante al de la estria en el medio ante-
rior. Ya a los 14 dias aparece sin embargo un borde plano de micelio
radiado, constante. Es en realidad lo que distingue la estria en Hay-
duk gelatina y en Raulin gelatina. La estria es elevada, cerebriforme
y no parece encogida (Fig. 15 a). El color es moreno ligeraments ca-
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20 MARGARITA MAECKE

nela, el revés es negro y el pigmento se difunde con mayor rapidez vy
en mayor cantidad que en el medio anterior. La aparicién de gotas
de condensacion incoloras y pequefias no es constante.

También los caracteres del cultivo en picadura se semejan a los
de Raulin gelatina. (Fig. 16 c).

No licua la gelatina.

La colenia gigante es irregular, cerebriforme, muy elevada al prin-
cipio, de bordes lobados y mds grandes que la colonia en Rcaulin gelo-
tina. Mide a los 25 dias, 15 mm. y a los 80, 45 mm. en su didmetro
mayor. (Fig. 18).

Figs. 17.—Colonia gigante de 80 dias en soluciéon de Raulin gelatina (pH 5.7).
18.—Aspecto de una colonia de 80 dias desarrollada sobre solucion de
Hayduk gelatina (cH 6.7).

14.—Mosto gelatina (pH 5.6). El mosto gelatina es muy favorable
para el desarrollo de la Malassezia. La estria pronto es equinuladq,
de bordes lobados, plana, cerebriforme de color moreno un poco mdas
grisdceo que el de la estria en Raulin gelatina. El pigmento se difun-
de lentamente en el medio. (Fig. 19 a). ,

Los caracteres de la picadura no difieren de los caracteres ante-
riormente citados.

La colonia gigante es muy semejante a la colonia gigante en Hay-
duk gelatina; es elevada, de bordes lobados, con surcos radiales pro-
fundos que mdas tarde dan el aspecto cerebriforme a la colonia. Mi-
de a los 25 dias 14 mm. de didametro (Fig. 20). El color moreno grisa-
ceo del borde es mas claro que el resto de la colonia.

15.—Infusion de patata gelatina (pH 6.0). Es interesante este me-
dio porque es el Unico en el que el desarrollo es ligeramente brillan-
te y hiimedo. El desarrollo es escaso. Las colonias punctiformes, pla-
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nas, confluyen pronto y forman una estria equinulada de borde trans-
parente formado de micelio radiado (Fig. 19 b). El color es negro gri-
sdceo tirando al verde. El revés es gris verdoso. El pigmento no se di-
funde en el medio.

JOS €én es

a: en m
latina; <, cultive en g
potata gelatina.

Fig. 19.—a y |

infusion de patata

El crecimiento en picadura es velloso y mas profundo que en los
medios anteriores. No hay licuefaccion. (Fig. 19 c).

La colonia gigante es irreqgular, de bordes lobados, plana, com-
pacta y con elevaciones punctiformes en el centro. El borde es trans-
parente formado de micelio radiado, mdas claro que el resto de la co-
lonia y ligeramente verdoso. A los 25 dias mide 6 mm. (Fig. 21).

o et e, SR
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Fig. 20.—Cclenia gigante en mcsto gelalina (pH 5.6).

Fig. 21.—Colonia gigante en infu-
sion de patata gelatina (pH 6.0).

16.—Gelatina simple (pH 7.2). El crecimiento es alin mds escaso
que en la infusién de patata gelatina. Las colonias no confluyen, sino
que la estria permanece siempre moniliforme. Las colonias son pla-
nas, circulares y unas alcanzon mas de I mm. de didmetro. El color
es al principio moreno claro luego se vuelve mas pronunciado y tien-
de al canela claro. El revés también es moreno claro y el pigmento no
se difunde en el medio. (Fig. 15 d).

La picadura es arkorescente, no muy profunda. (Fig. 16 a).

La colonia gigante es circular, parecida a la colonia gigante en
gelosa simple, sélo que un poco menos transparents. Mide a los 50
dias @ mm. de didmetro.
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De los medios gelatinizados, entonces, el Raulin gelatina, el Hay-
duk gelatinag, v el Mosto gelatina, son los mds favorables para el de-
sarrollo de M. ochotzsrenai.

Las colonias en estos tres medios son muy semejantes, cerebri-
formes y aterciopeladas. En Patata gelatina se observa ligero brillo.
No se licua la gelatina nunca. La consistencia es siempre parecida a
la del cartén.

Caracteres macroscopicos en los medios liquidos:

17.—Mosto simple (pH 6.5). El desarrollo es muy abundants. Ya
a las 48 hs. aparecen sobre el borde de la superticie del mosto, cclo-
nias pequenas, de color moreno muy claro. Estas colonias aumentan
pronto en numero y tamafio, cubriendo toda la superficie del liquido.
Confluyen primero en el ceniro, luego {(a los 15 dias) existe una pelicu-
la membranosa, gruesa, ligeramente corrugada. A los 20 dias el creci-
miento superficial es tan abundante, que el aspecto de la membrana
es cerebriforme (Fig. 22 a).

Fig. 22.—Desarrollo en medios liquidos: a, en mosto simple; b, en calde
c, en caldo lactosado y d, en Sabouraud liquido.

El color es moreno chocolate, el aspecto aterciopelado. El revés
es casi negro y el pigmento se difunde en el medio. A los 1l dias se
nota en la supertficie del mosto, inmediatamente debajo del desarrollo
superficial, una franja oscura. A los 40 dias, todo el medio sz ha os-
curecido uniformemente.

——— ahnn
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Sélo se forma ligero sedimento que aparece a los 6 dias y que
es de 3 mm. de espesor a los 40 dias. Es floculento y ligeramente
moreno.

De los medios liquidos usados, el mosto simple es el mdas favora-
ble para el crecimiento de este hongo.

18.—Sabouraud maltosado liquido (pH 5.2). El crecimiento es abun-
dante. Pronto la superficie del liquido se cubre de colonias circulares,
abultadas, que se unen en islotes de forma irregular. Nunca se llega
a cubrir completamente la superficie. El color es moreno, ligeramente
grisaceo. El revés es moreno oscuro. El pigmento no se difunde en el
medio.

El sedimento es floculento, moreno grisdceo y de 3 mm. de es-
pesor a los 30 dias. (Fig. 22 a).

19.—Infusion de frijol (pH 6.0). El crecimiento es ton abundante co-
mo en Sabouraud maltosado. Se forman también colonias abultaddas,
circulares, un poco mds pequefias que en el medio anterior. Se unen
en islotes irregulares y nunca formaon una membrana compacta. (Fig.
23 a). El color es més griséceo que en Sabouraud maltosado. El re-
vés es negro. El pigmento se difunde con mucha rapidez. Ya a los 10

Fig. 23.—Desarrollo en medios liquidos: «, «n inlusidn de patata y
b, en infusion de frijol.
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dias se nota una franja negra en la superficie del medio, que va ha-
ciéndose mds y mds grande hasta llegar al fondo. El sedimentio es po-
quisimo, formado por colonias blancas muy pequefias.

20.—Infusion de patata (pH 6.0). El desarrollo es muy escaso. La
superficie se cubre de colonias punctiformes de 0.5 mm. de didmetro
que confluyen un poco. El color es como el que presenta en intusion
de frijol. El revés es moreno claro. El pigmento no se difunde en el
medio. (Fig. 23 b).

El sedimento es floculento, blanco y a los 15 dias de 3 mm.

21.—Liquido de Hayduk (pH 6.0). A los 6 dias la superficie del li-
quido se cubre completamente de colonias pequefias (0.5 mm.) Pron-
to se unen en islotes y mas tarde se cubre toda la superficie con una
membrana verrucosa. Es aterciopelada al principio, luego ligeramen-
te pulverulenta. El color es moreno canela. El revés es negro, el pig-
mento no se difunde en el medio. (Fig. 24 b).

22.—Liquido de Raulin (pH 4.8). E]l desarrollo es casi idéntico al
desarrollo en Hayduk. El revés es mas claro en los bordes de lus co-
lonias pequefias. El color de la superficie es primero uniforme pero lue-
go adquiere manchas casi blancas. Se orman gotas de condensacion,
no muy pequenas, incoloras e inconstantes. (Fig. 24 a). No se difunde
el pigmento.

El sedimento floculento, moreno, es mds escaso que en el medio
anterior.

23.—Caldo nutritivo (pH 7.4). Este liquido es muy poco favorable
para el desarrollo. Las colonias pequenisimas aparecen tardiaments
y se desarrollan con mucha lentitud. Son casi blancas al principio
luego se van oscureciendo sin llegar a adquirir un color pronunciado.
La pelicula siempre es floculenta. El color del revés es ligeramente
moreno. (Fig. 24 c). El pigmento no se difunde en el medio.

El sedimento es escaso, floculento, formado de pequenias colonias
de color blanco.

24 —Caldo maltosado al 2% (pH 7). La maltosa en el caldo ms-
jora mucho las condiciones de desarrollo. Los caracteres culturales en
este medio son muy semejantes a los observados en el mosto, solo
que el desarrollo es menor y por lo tanto la membrana es menos co-
rrugada. El color es primero uniforme como ¢l del desarrollo en mos-
to, mds tarde aparecen manchas mds claras. (Fig. 22 b).

El color del revés es moreno un poco menos pronunciado que el
gue demuestra en mosto. El pigmento se difunde en el medio hasta
proporcionarle a éste el color del mosto.

—— T T T R S
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25— Caldo lactosado al 2% (pH 7). El desarrollo es menor que en
caldo maltosado. Las colonias no llegan a confluir nunca por comple-
to. El desarrollo superficial es entonces floculento. El reves es moreno
claro, el pigmento no se difunde en el medio. El sedimento es escaso,
tloculento y de color. crema. (Fig. 22 c).

26.-—Agua peptonada de Dunham (pH 7). El desarrollo es andlogo
al desarrollo en caldo nutritivo sélo que todavia mdas escaso. Adiciona-
do de diversos azicares se observa que el desarrollo aumenta ncto-
blemente, exceptuando el almidén soluble y la dexirina, que no so-
lo no favorecen sino que dificultan el desarrollo.

Los monosacaridos favorecen més el desarrolio que los di y poli-
sacdridos. La adicién de glucosa, levulosa y mannosa produce un
desarrollo semejante al producido en Sabouraud liquido. La ara-
binosa produce colonias planas y grandes. '

Fig. 24—Aspecto ce los cultives en medios liquides: a, en Raulin simple; b, en
liquide de Hayduk; ¢, en caldo nutritivo.

El color de las colonias es mds claro en los medios adicionados
de arabinosa, cellobiosa, lactosa e inulina. En los medios adicionados
de glucosa, xilosa, levulosa, galactosa, mannosa, sacarosa y malto-
sa, el color es moreno grisdceo como el de las colonias en Sabouraud
maltosado. El revés es moreno no muy pronunciado. El pigmento no
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se difunde en ninguno de los medios adicionades ds los azicares
mencionados.

El sedimento es escaso, flocilento y blanco.

Caracteres culturales microscopicos. Los caracteres microscopicos
se observarcn tonto en microcultivos como en preparcciones hechas
a partir de los cultivos en tubos.

Los microcultivos se hicieron conforme a la técnica de Van Tieg-
ham, usando también medios solidos. Se mantuvisron en camcra hu-
meda, a temperatura del laboratorio, pudiéndose observar bien duran-
{e un mes.

Las preparaciones a partir de los cultivos en tubos, se hicie-
ron tomando un fragmento de las colonias y disocidndolas en suero
fisiologico esteril, para observar las estructuras lo menos detsriora-
das posible. Se hicieron coloraciones siguiendo la técnica ds Ku-
flerath con el fin de poder determinar.la presencia de ascas y as-
cosporas.

Descripcién microscopica del organismo en los medios solidos.

En los microcultivos hechos con diversos medios de cultivo se ob-
servan pocas diferencias estructurales entre unos y ctros medios.

A las 24 horas germinan las esporas, s2 hinchan primero vy lue-
go emiten uno o mdés, frecuentsments dos tubos ds germinacion. La

Fig. 25.—Asrecto de las esiructuras en un micrccultivo con Sabouraud mailesade
(pH 5.2); a, esporas germinando; b, oidics; ¢, clamidcszoras; d, estas mismas con

su protoplasma encegido o evacuado, cbservadas a maycr aumento que la
anteriores.

7
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espora que ha germinado, tiene una vacuola central y una pared bien
distinta. Los tubos de germinacién ya tienen septas y algunas hifas la-
terales. Tienen en algunos medios mds longitud y en otros menos,

desde 33 a 62 micras. (Fig. 25 a).

A las 48 horas aproximadamente, se forman cadenas cortas vy
largas, mds o menos sinuosas, de esporas esféricas, ovaladas o po-
liédricas. Respecto a la formacion de estas esporas, se observa gue
la parte inferior de la hifa es aseptada, mas arriba se ven esirangu-
laciones ligeras, y por ultimo encontramos en la parte terminal espo-
ras bien formadas. (Fig. 25 b). Las esporas se forman entonces por es-
trangulacion de la hifa, proceso que hace pensar que se trata de oi-
dios. Estos oidios miden en su diametro mayor de 1.7 a 4.2 micras (pro-
medio 2.8 micras); su pared es refringente y su contsnido hialino.

A los 7 dias mas o menos, se forman en algunos medios clami-
dosporas terminales o intercalares, aislodas o mas frecuentemente
unidas en cadenas de 5 a 10 elementos. Posesn una pared muy re-
fringente, gruesa y un contenido granuloso. Miden de 4.5 « 62 mi-
cras (promedio 5.4 micras). (Fig. 25 ¢).

En Sabouraud maltosado se pudo observar, que a los 20 dias el
contenido de esas clamidosporas se encoge; la membrana == corru-
ga y algunas expulsan su contenido. (Fig. 25 d).

Las hifas vegetativas tienen el greosor aproximadamernte ae los
oldios y algunas son mas granulosas que otras.

Los caracteres microscopicos en las preparaciones hechas o par-
tir de cultives en tubo, presentan en los diversos medios de cultivo
algunas diferencias.

En Sakouraud maltosado (pH 5.2) se obssrvan los mismos ele-
mentos que se encuentran en los microcultivos: oidios esféricos de pa-
red refringente y lisa, de contenido hialino, aislados o unidos en cade-
nas largas (Fig. 26 a); esporas mas grandes, de paredss oscuras y-grue-
sas algunas veces irregulares, y de protoplasma algo encogido (Fig.
26 b).

Ademds se desarrollan en cultivos mas viejos, abundantss ele-
mentos globulosos de 6.1 a 9.5 micras (promedio 7.4 micras), que po-
seen una capsula muy peculiar. La capsula es muy gruesa, refringente
v formada por lo regular de dos partes, una mas pequefia y sobrepues-
ta a la otra mas grande (Fig. 26 ¢). Algunos de estos elementos, sdlo
poseen la capsula pequefia, otros la grande. Parece que esta capsula
se abre y deja en libertad a células esféricas de contenido granuloso
v de membrana delgada. El contenido de estas células, no se tine
nunca con la fucsina, empleando el método de Kufferath. Estas célu-
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las levuriformes de doble membrana, se semejan a las células esferi-
cas descritas por M. Moore en Hemispora coremiformis, solo que la
capsula no es gelatinosa.

Se observan esporas de formacién endégena, encerradas, comun-
mente 4 de ellas, en una membrana oscura y gruesa. Los elementos
enddégenos son esféricos o ligeramente cuadrangulares, con un cor-
pusculo central muy refringente. Estas cadenas de 4 esporas, miden
de 13.3 a 8.6 micras (promedio 10.1 micras) de largo, por 1.9 a 3.6 mi-
cras (promedio 2.9 micras) de ancho. Las esporas aisladas miden apro-
ximadamente 3 micras en su didmetro mayor. Existen pocas cade-
nas de 2 elementos y otras ain mas raras de 10 elementos. La mem-
brana externa gruesa, se rompe y deja salir esporas de paredes del-
gadas vy lisas. La membrana externa es mas gruesa a los lados de la
espora que junto al espacio entre dos esporas, rompiendose precisa-
mente en esos lugares mas delgados. Respecto a su formacion, se
observan, todavia sostenidas a una hifa,” hileras de 2 a 4 esporas en-
cerradas en su capsula comun (Fig. 26 a), sin presentar estrangula-
cién en la hifa, sino que la separacion es solamente por un tabigue.

Por el aspecto, numero v modo de formacion parece que se trata
de ascas y ascosporas. Sin embargo, el método de Kufferath no tifie
siempre los elementos en rojo.

Observando muchas preparaciones, pueden enconirarse escasas
formaciones muy semejantes a closterosporas de dos loculos, que mi-
den 14.4 X 6 micras (Fig. 26 f).

Fig. 26.—Aspecto microscopicc de las estructuras encontradas en un peaazo de
colonia de S0 dias crecidas en Sabouraud maltosado.
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Las hifas vegetativas son granulosas, de paredes gruesas y os-
curas. A veces presentan enscnchamientos terminales o intercalares
con vacuolas y abundantes granulaciones. Estos ensanchomientos
cuando son intercalares tienen forma generalmente irregular, pero
cuando son terminales, su forma es ovalada y con un pequefio umbo
terminal (Fig. 26 e).

En infusién de frijol gelosa, se observan pocos elementos globu-
locsos de doble membrana, tan abundantes en Sabouraud maltosado.

Existen muchas cadenas de esporas enddgenas, la mayoria de
4 elementos.

Interesantes son unas formaciones muy semejantes a las hemis-
poras tipicas de Hemispora stellata: hifas con una constriccion poco
antes de su extremidad, después de la cual la pared es gruesa, os-
cura y de superficie ligeramente rugosa. En el apice de esta termina-
cién hifal, se forman esporas esféricas, ovaladas o ligeramente po-
liedricas. Las esporas se formon empezando en el dpice vy siguiendo
hacia abajo. Se separan de una en una o de dos en dos formando
una pared transversal. (Fig. 27 a). Estas terminaciones hifales miden
de 7.6 a 15.2 micras (promedio 8.8 micras) de largo, por 3.1 a 3.8 mi-
cras (promedio 2.7 micras) de ancho. Las esporas endcgenas miden
promedialmente 3 micras.

Estas hemisporas no parecen tener relacion con las esporas en-
ddégenas anteriormente citadas, pues pueden existir las primeras sin
existir las segundas. Ademds se observan en este medio igual que en
el anterior, grupos de endosporas todavia sostenidas a las hifos sin
constriccién alguna en esas hifas fértiles.

Fig. 27.—Hemisporas e hijas vegetativas observadas en cultivos desarrollades
sobre infusion de frijol gelosa.—Clostercsporas chservadas en gelosa glicerinada al
6% (pH 7.2).—Hifas con ensanchamientos observadas en solucién de Ulscheck gelesado.
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Las esporas enddgenas primeramente citadas, son muy seme-
jantes a las hemisporas de Hemispora coremiformis Moore, las otras
esporas enddgenas son semejantes a las hemisporas de Hemispora
stellata, solo que no forman cadenas largas de esporas.

Las hifas vegetativas son de grosor irregular, presentan de vez
en cuando ensanchamientos con grandes vacuolas. La mayoria po-
see una membrana gruesa, muy oscura con abundantisimos granulos
oscuros. Las hifas vegetativas, son de un color moreno mds pronun-
ciado que las hifas en Sabouraud maltosado (Fig. 27 b).

Los oidios en este medio son muy abundontes, se observan en
cadenas largas -diguales a las observadas en los microcultivos, mos-
lrando a veces clamidosporas intercalares. En el medio anterior es
raro observar oidios o clamidosporas en cadenas.

En gelosa glicerinada al 6%, se observem abundantes oidios, al-
gunas closterosporas de 2 v 3 loculos (Fig. 27). Las closterosporas de
2 loculos son delgadas y largas y miden 17 por 3.6 micras. Las de 3
loculos, son cortas de paredes mas gruesas, pigmentadds y miden
9.5 por 5.7 micras.

Las esporas de formacion endogena, son’ algunas lo doble de
grueso que las observadas en Sabouraud maltosado.

Se observan muy pocos elementos levuriformes de membrana
doble. Son grandes y hialinos y algunos han germinado. Oiros ele-
mentos levuriformes tienen forma ovalada y poseen una pared grue-
sa y uniforme.

Existen hemisporas no tan abundantes como en el medio ante-
rior. Las hifas vegetativas son de grosor muy irregular, con paredes
pigmentadas, gruesas y su contenido muy granuloso.

En la gelosa de Ullscheck, que es poco favorable para el desarro-
llo de M. ochoterenai, se observan solamente oidios forrnandeo cade-
nas muy largas, algunos de ellos de forma ovalada. Las hifas vege-
tativas, tienen paredes incoloras con abundantes glébulos en su pro-
toplasma. Se observan en ellas secciones ensanchadas intercalares
o finales con abundantes vacuolas y granulaciones. (Fig. 27).

En gelosa simple se observan cadenas de oidios esféricos, cla-
midosporas intercalares en cadenas de 5 a 10 elementos. Los elemen-
tos de formacién enddgena, son del tipo de las hemisporas de Hemis-
pora stellata. Las hifas vegetativas son semejantes a las que se en-
cuentran en el medio de Ullscheck.

Los caracteres microscopicos en Raulin gelatina, se semejan o
los que se observan en Sabouraud. Algunos oidios son grandes y
ovalados. Muchas de las formaciones globulosas con membrana do-
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ble germinan. Ademds se encuentran cadenas de esporas cuadran-
gulares muy delgadas, de 1.9 micras de ancho.

Las estructuras que se observan en Hayduk gelatina, son andlo-
gas a las que se observan en el medio anterior.

En gelatina simple sdlo se observan cadenas de oidios. Las hifas
vegetativas demuestran abundantisimos ensanchamientos globulo-
sos o alargados con vacuolas grandes.

Descripcion microscoépica del organismo en los medios liquidos.——
En los medios liquidos, son mds abundantes los elementos levurifor-
mes ovalados, de pared refringente y conteniendo grandes gotitas de
grasa. También las hifas vegetativas poseen ensanchamientos.

En caldo maltosado, existen esporas endogenas del tipo de He-
mispora stellata y cadenas de esporas cuadrangulores angosias.

El caldo nutritivo es el medio que mas [avorece la formacién de
hemisporas y pueden observarse en este medio todos los estados de
evoluciéon (Fig. 28).

Fig. 28.—Aspecto de las estructuras microscépicas
en los medios liquidos.

Resumiendo, podemos decir que Malassezia ochoterenai presen-
{a en los diversos medios de cultivo los siguientes elementos:

Elementos hifales esféricos u ovalados que se forman por es-
trangulaciones de la hifa y que pueden considerarse oidios. Mi-
den 2.8 micras de didmetro, su pared es lisa y refringente y su
contenido hialino.
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Clamidosporas intercalares o finales, aisladas o en cadenas, de
pared gruesa, refringente vy de contenido hialino o granuloso. Mi-
den 5.5 micras de didmetro.

Esporas de formacién endégena de dos tipos: unas que se forman
sin estrangulacion de la hifa. Generalmente se forman cuatro es-
poras, que se separan de la hifa que las origind por un tabigue.
Estas cadenas de esporas (ascas) poseen una pared gruesa, pig-
mentada que se rompe v deja salir esporas (ascosporas) esféri-
cas de pared lisa, pigmentada y de contenido granuloso o hiali-
no con un glébulo dentro. Otras esporas endogenas, se formon
como las endosporas de Hemispora stellata, la pared de la termi-
nacién de una hifa fertil se vuelve gruesa, se pigmenta, y se es-
trangula cerca del dpice. Se forman esporas (ascosporas) empe-
zando del dpice, se tabica la pared debajo de una o dos esporas
v luego se separan de la hifa fértil.

Elementos levuriformes, esféricos de doble pared, formada de dos
partes una mds pequeiia que ofra; otros poseen pared entera y
otros son ovalados.

Artrosporas cuadrangulares v delgadas.

Closterosporas raras, de dos o tres loculos.

Hifas vegetativas. de paredes gruesas o delgadas, de contenido
hialino o granulosec, con o sin ensanchamientos de reserva.

Por la formaciéon especial de las esporas endodgenas, y la seme-
janza con las descritas como ascas en el género Hemispora, se consi-
dera que sean ascas y ascosporas de origen partenogenético, pues no
se observan fenémenos sexuales.

Las ascas entonces se forman en M. ochoterenai aisladas o en
cadenas, poseen una membrana gruesa y pigmentada, lisa o ligera-
mente rugosa. Las ascosporas son de pared lisa y son una, dos, o
mds frecuentemente cuatro en una asca.

Reacciones bioquimicas.
Fermentacién de carbohidratos

_ Para estudiar el poder fermentativo de Malassezia ochoterenai se
empled agua peptonada de Dunham afiadiendo 2% de azticar. Se
usaron tubos de Smith para observar la produccion de gas. La {forma-
cién de acidez y de alcalinidad, se comprobé midiendo potenciométri-
camente el pH antes de sembrar y después de 20 dias de desarrolla-
do el hongo. Los resultados fueron los siguientes:
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Carbohidratos Gas Acidez

Arabinosa. e 2t

lucosa. s ligera (de pH 7.2 bajé a pH 6.9)
Xilosar. = ligera (de pH 6.9 bajo a pH 6.6)
d-Levulosa. —— ligera (de it 7 " bajofaspH 6.7)
d-Galactosa. - ligera (de pH 7 bajo a pH 6.8)
Mannosa. — * ligera (de pH 7.2 bajé a pH 6.9)
Lactosa. — -—
Sacarosa. — ligera (de pH 7.6 bajé a pH 7.0)
Maltosa. — ligera (de pH 7.3 bajo a pH 7.1)
Cellobiosa. — —
Almidon. — —
Inulina. — —
Dextrina. — —
(Mannitol.) — —

Se produce ligera alcalinidad con cellobicsa (de pH 7.2 subié a
pH 7.5) y con inulina (de pH 7.2 subid a pH 7.5).

Accion sobre la leche tornasolada

La Malassezia ochoterenai empieza a alcalinizar la leche torna-
solada, a les 10 dias.

Accidn sobre la gelatina

No licua la gelatina.

Produccién de indol: se investigd la produccién de indol usando
agua peptonada de Dunham afiadida de 0.1% de caseina (pH 7); em-
pleando el método de Ehrlich-Bohme, se comprobé a los 5 y 10 dias
que M. ochoterenai no produce indol.

Reduccion de nitratos

Se comprobo en un cultivo de 5 dias desarrollado sobre caldo nu-
tritivo afadido de 0.1% de K NO,;, empleando el método de Griess-
Illosva. El resultado fué negativo a los 5 v 10 dias.

Produccién de amoniaco: el reactivo de Nessler reveld la ausen-
cia de amoniaco en un cultivo de 5 dias, desarrollado sobre agua
peptonada.
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Reduccién del azul d= Metileno
No se produce decoloracion del azul de Metileno.
Propiedades ‘metabélicas.

La Malassezia ochoterenai es aerobia pero puede crecer en pre-
sencia de poco oxigeno libre. Crece bien a temperatura del laborato-
rio. Produce un pigmento negro en los medios siguientss: infusion de
frijol gelosa, gelosa glicerinada al 6%, infusién de patata gelosada y
glucosada, solucién de Raulin gelating, solucién de Hayduk gelating,
mosto simple, infusion de frijol vy caldo maltosado. Los medios con
azucares favorecen el desarrollo de este hongo.

Resistencia: un cultivo de un mes crecido en Sabouraud liquido
y calentado durante 15 minutos a 100° C, dié resultado negativo al
ser resembrado. La resistencia de este organismo es entonces pequena.

Inoculaciones: las inoculaciones en cobayos, aplicando cultivos
jévenes de Malassezia ochoterenai sobre la piel rasurada, disron re-
sultados negativos.

Conclusiones: es evidente que la dermatofita estudiada pertenece
al género Malassezia. Es un pardasito ‘que solo invade las capas ex-
ternas de la epidermis y las gldndulas sebdceas. No es facil de aislar
v sus colonias son secas. En las escamas se encuentra en forma de
pequenas células levuriformes y micelio de cortos filamentos. Estos
caracteres son tipicos del génerc.

Hasta la fecha, sélo se ha citado una especie de Malassezia que
produzca pityriasis versicolor: la Malassezia furfur (Robin) Baillon
1889. Recientemente M. Moore ha cultivado v descrito en detalle esta
especie.

Un estudio comparativo de Malassezia furfur v la Malassezia ais-
lada en México, comprueba que se trata de dos organismos distintos.

Las lesiones que producen las dos Malassezias son idénticas, pro-
ducen pityriasis versicolor.

Los caracteres microscépicos de los organismos en las escamas
solo difieren en detalles insignificantes.

Los caracteres de cultivo macroscopicos difieren principaimente,
en que Malassezia ochoterenai nunca da cultivos muccides, filamen-
iosos y francamente brillontes, de color blanguizco o grisdceo sino
que sus cultivos son siempre secos y de color moreno.

Al microscopio se encuentran elementos muy ssmejantes en una
y ofra Malassezia. Las células fusiformes tan abundantss en M. furfur
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nunca se observan en M. ochoterenai. Todos los demds elementos des-
critos en M. furfur pudieron encontrarse en M. ochoterenai. El caracter
microscopico distintivo mds importante son las esporas enddgenas
que no se describen en M. furfur. Sin embargo, se encuentran en las
ilustraciones de M. furfur elementos muy semejantes a hemisporas
del tipo de Hemispora coremiformis (compdrese en el trabajo ‘Cultiva-
tion of Malassezia furfur, etiological agent of pityriasis (tinea) versi-
color” en la plana 6 las figuras 3 v 4, con las del trabajo “Head infection
caused by a new Hemispora: H. coremiformis” en la plana 9, fig. 15,
y plana 16, fig. 40).

Las celulas levuriformes de dos membranas no se citan en M.

furtur.

Por lo que respecta a los caracteres bioquimicos es indudable que
estas dos dermatofitos sean especies diferentes.

A continuacion se anotan los caracteres diferenciales de las dos
especies, agentes causales de pityriasis versicolor.

Malassezia furfur
(Robin) Baillon 1869.

Malassezia ochoterenai

Maecke 1941.

Aspecto en las esca

mas.

Filaomentos cortos de 3 micras
de didmetro y de 10 a 16
micras de longitud.

Esveras esféricas de 3-6, a
veces 8 micras.

Filamentos cortos de 3.4 mi-
cras de didmetro y de 14 a
18 micras de longitud.

Esporas esféricas de 3 a 5.3
micras. -

Caracteres de cultivo

macroscopicos.

Agar-Czapeck:

Mosto-gelosa:

0

Desarrollo abundanie, culti-
vo plano, opaco, algo ele-
vado en el ceniro, color
blanco grisdceo volviéndo-
se verde amarillento a
ocre; con la edad moreno.

Desarrollo  escaso, cultivo
plano, de color moreno li-
geramente grisdceo desde
los 5 dias.

Cultivo htmedo y brillante,
mucoide, filamenloso, punc-
tiforme en apariencia. Co-
lor como el del ante. Co-
lonias gigantes demuestiran
crecimiento arborescente
(arbor vitae), con las ve-
nas en color canela subi-
do. La superficie de la co-
lonia se vuelve vermifor-
me o cerebriforme con de-
presiones crateriformes.

Cultivo seco, opaco, atercio-
pelado primero, luego pul-
verulento. Color moreno pro-
nunciado ligerisimamente
griséceo. Colonias gigantes
sin crecimiento arborescen-
te. La superficie de la co-
lonia no es cerebriforme s6-
lo el cenlro mds elevado
es crateriforme y vresenta
ligeras depresiones irregu-
lares.
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Malassezia furfur
(Robin) Baillon 1889.

Malassezia cchoterenai
Maecke 1941.

Sabouraud maltesado:

Infusién de patata ge-
losada y glucosada:

Gelosa glicerinada:

Medios a base de cal-
do:

Colenias planas, opacas, del
asgpecto y celor de la mon-
tequilla rancia, grisdceo-
blancas a amarillentas; con
la edad morenc-ocraceas.
Las colonias se vuelven al-
go punctiformes desarro-
llando vesiculas.

Colonia  caracteristicamente
abultada. Color desde un
principio moreno prenun-
ciado, ligeramente grisaceo.
No es de naturaleza wvesi-
cular.

Desarrollo abundante. Cole-
nia irregular, vermicular,
opaca con crecimienio mi-
celial plano. Color canela
oscure. Las porciones vie-
jas se wvuelven grisaceas.
Cultive mucoide y filamen-
toso.

Desarrollo abundante. Colo-
nia circular de bordes on-
dulados, elevada, cerebri
forme, aterciope!

lada. El
lor es pronunciado, m
no ligerisimamenle ¢
ceo. El cultive nunca es
coide ni filamentoso, sino
que la consistencia es como
la del earton.

Desarrollo abundante. Culi-
vo vermicular, cerebriforme,
elevado, opaco pero algo
brillante y mucocide al exa-
mincrlo en detalle. El co-
lor es el del ante con las
porciones viejas gris-blan-
cas que son de micelio ccr-
te. ligeramente elevado y
seco.

Cesarrclle muy abundante.
Ligeramente cerebriforme,
elevado, opaco, nunca bri-
llante o mucoide, el color
es moreno como el
{iferra de siembra;
edad adquiere
mas claras.

Islotes al principio, luego se
unen y forman una mem-
brana. Sedimento en el
fondo del tubo.

Islotes al principio que no
siempre se unen para for-
mar una membrana. Sedi-
mento escaso en el fondo
del tubo.

Caracteres de cultivo

Células alargadas fusiformes.

No hay células alargadas fu-

microscopicos. Células aisladas levurifer- siformes. Células aisladas
mes hasta de 10 micras de levuriformes hasta de 10
digmeiro con membrana ea- micras de didmeiro con
tera. No se describen he- membrana entera o f
misporas. da de dos partes
dantes hemisperas
Reacciones bioquimi- Licuefaccién de la gelatina, o ge-
cas. empieza a los 5 dias.

La leche ternasolada se aci-
difica después de los 10
digs.

Se produce indcl

Acido sin gas ccn: dexirosa,
d-xilosa y d-levulosa.

Ni acido ni gas con: maltosa,
lactosa, sacarosa, d-galac-
tosa, dexirina, d-mannitel,
arabinosa y almidén.

La leche
liniza despué
dias.

No se produce indol.

Acido sin gas ;
xilosa, d-levulosg,
losa, sacarosa ¥

Ni é&cido ni gas
dexirina, mannitol, arabino-
sa y ulmidon.

o
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La comparacion de esta Mdalassezia ochoterenai, con la Mala-
ssezia Macfadyeni Castellani y la Malassezia itropica (Castellani)
Schmitter, que originan pityriasis alba vy pilyriasis flava respectiva-
mente, no puede hacerse sino hasta que esos organismos hayan sido
cultivados y estudiados con mayor detalle. Los pocos datos que cita
Dodge acerca de estas especies sin embargo no concuerdan con los
datos de M. ochoterenai.

Las descripciones de Malassezia .ovalis (Bizzozero) por M. Moore
v por ]. Lodder (este ultimo autor cita ademds las descripciones de
Sabourcud y Benedek) descartan por completo la posibilidad de
identificar esta especie con M. ochoterenai.

Existe todavia una Gltima de Malassezia, Malassezia pachiderma-
tis (Weidman) Dodge. que asimismo no puede identificarse con la nue-
va especie descrita.

Queda pues establecida una nueva especie de Malassszia, con
los siguientes caracteres diferenciales.

Malassezia ochoterenai Maecke n. sp. En las escamas, celulas
levuriformes de 3 a 5.3 micras de diametro v filamentos hifales cortos
de 14 a 4] micras de longitud por 3.4 micras de anchura. En medios de
cultivo artificiales, abundante micelio formado de hifas septadas vy ra-
mificadas, de 3 micras de didmetro; células levuriformes de 6.1 a 9.5
micras, esféricas u ovaladas, de membrana simple o doble; oidios de
2.8 micras de didmetro v ascas aisladas o en cadzsnas de pared pig-
mentada, lisa o ligeramente rugosa, conteniendo 1, 2, 4 u 8 ascosporas
de pared lisa. Sexualidad ausente. Los cultivos son secos, aterciopela-
dos, cerebriformes o planos, de un color caracteristico moreno-choco-
late que solo varia ligeramente en los diversos madios. No forma gas,
pero produce ligera acidez en: glucosa, xilosa, d-levulosa, d-galacto-
sa, sacarosa y maltosa. No preduce gas ni acido en: arabinosa, lacto-
sa, cellobiosa, almidén, inulina, dextrina y mannitol. Produce ligera
alcalinidad, en cellobiosa e inulina. No preduce indol. No licta la ge-
latina. Alcaliniza la leche tornasolada.

Malassezia ochoterenai Maecke n. sp. In squamis cellulae levu-
riformes dicmetro 3-5.3 micrarum; hyphae breves filiformes 14-41
micras longae, 3-4 micras latae. In culturis mycelium abundans, hyphis
septatis ramulosisque diametro 3 micrarum efformatum; cellulae levu-
riformes 6.1-9.5 micrarum, sphaericae vel ovaice, una duplicive mem-
brana; oidia diametro 2.8 micrarum; chlomydosporae diametro 5.4
micrarum; ascae solitarice vel catenulatae, membrana colorata, laevi
parumve rugosa, duasque, quattuor octove ascosporas laevi mem-
brana continentes. Sexus deest. Culturae siccae, sericeovillosae, cere-
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briformes vel planae, peculiari colore brunneo “chocolate” in wvariis
mediis leviter tantum mutato. Acidus debilis in: glucosa, xilosa, d-le-
vulosa, d-galactosa, saccharosa et maltosa. Fermentatio nulla in: «arc-
binosa, lactosa, cellobiosa, amylo, inulina, dextrina et mannita. Alcali
debilis in cellobiosa et inulina. Indol non gignit. Gelatinum non lique-
facit. Litmum lac alecalinum facit.

M. Moore opina que debe colocarse al género Malassezia cerca
de Oidium, Qospora, Geotrichum y Mycoderma, entre las Eremas-
caceae Imperfectae de Dodge, por la ausencia de esporas sexuales o
ascosporas, y por el desarrollo de elementos hifales que pueden in-
terpretarse como oidios.

El hecho de encontrar una Malassezia que produzca ascosporas
andlogas a las que produce el género Hemispora, permite colocar al
género Malassezia entre las Eremascaceae de Dodge.

El género Hemispora, con sus especies H. stellata Vuillemin y H. co-
remiformis Moore, es muy cercano al género Malassezia. La diferen-
cia principal, es la producciéon de ascosporas lisas, no equinuladas y
los tipos de lesiones.

Se duda si H. stellata v H. coremiformis sean diferentes especies.
En este caso existirian también como en la M. ochoterenai 2 tipcs de
esporas endogenas; unas que se forman en el dpice de una constric-
cion hifal y otras que se formem sin esa constriccion.

Cuedaria entonces modificada la clave de los géneros de la Fa-
milia Eremascaceae de Dodge de la siguiente mcmera:

Ascas formadas por copulaciéon en la punta de dos

brazos de copulacién enrolledos ... Eremascus.
Ascas formadas por copulacion heterogénea de dos

brazos de copulacién rectos, o raramente parte-

TeEIoRe Ty s as e B e 0 e Zymonema.
Ascas desarrolladas sin trazas de copulacién:
Esporas usualmente 4-8 por ascas; asca de pared

delgada. Normalmente no hay micelio por germi-

nacion, hay micelio espatulado ... Oleina.
Micelio por germinacion presente, no hay micelio es-

G bR e e S MR, SR 8 S e Ml A o Octomyces.

Esporas usualmente 1, 2 v 4 por asca.

Ascas solitarias, de paredes gruesas, ascosporas de

paredes dolaadas; TEas oo i e Bargellina.

CED

TEI
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Ascas en cadena, de paredes delgadas, cxsco'spords

Srop bk ile Brarp A o e O S B e Hemispora.
Ascas en cadenas o solitarias, de paredes gruesas, es-

cosporas de paredes delgadas y pigmentadas.... Malassezia,

SUMMARY

A new species of Malassezia, Malassezia ochoterenai is described.

The organism produces a typical pityriasis versicolor of the chest.

The microscopic picture of the scales is very similar to that of M. furfur.

On artificial media the colonies are dark brown, dull, velvely, never moisty nor
shiny, cerebriforme or flat.

The dermatophyte is characterized by the formation of “hemispores’” on wvarious
media.

Also clamidospores and oidia — like cells are produced in abundance.

Yeast — like cells are seen in most media.

Gelatine is not liquefied.

Indol is not produced.

Litmus-milk is alcalinized starting on the 10th day.

Acid and no gas with glucose, xilose, d-levulose, d-galactose, mannose, sacorose
and maltose. ]

No acid or gas with arabinose, lactose, cellobiocse, starch, inuline, dextrine and
mannitol.

The preduction of a black pigment which difuses in some media is characteristic.

In spite of the presence of oidia — like cells and of endogenous spores similar to
those of the genus Hemispora the genus Malassezia is placed into the Eremascaceae of
Dodge.
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