Rev Inv Vet Peri12017; 28(3): 687-695
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v28i3.13350

Identificacion de la Microbiota Levaduriforme,en Canal Auditivo
de Porcinos cony sin Secrecion Otica

DETERMINATION OF YEAST MICROBIOTA IN SWINE EAR CANAL WITH AND WITHOUT
EAR SECRETION

Adriana Pulido-Villamarin'?, Sabine Damme-Pedraza', Rubiela Castafieda-Salazar!,
Melva Linares-Linares!, Angélica Barbosa-Buitrago’

RESUMEN

Las levaduras de los géneros Malassezia y Candida forman parte de la microbiota
normal en piel y mucosas de humanos y otros animales; sin embargo, han sido poco
estudiadas en el canal auditivo porcino. El objetivo del presente estudio fue identificar la
microbiota levaduriforme aislada a partir de hisopados del canal auditivo porcino. Se
realizaron aislamientos primarios de 25 muestras (16 y 9 cerdos con y sin secrecion serosa
marrdn, respectivamente) en Agar Dixon y Agar Sabouraud con cloranfenicol. Se descri-
bieron las caracteristicas morfologicas macroscopicas y microscopicas de las colonias
obtenidas; ademas, se realizaron pruebas bioquimicas, fisiologicas y moleculares para su
identificacion. Se recuperaron 55 aislados, cuya identificacion molecular evidencio la
presencia de M. sympodialis (42.8%), M. slooffiae (28.6%), M. furfur (18.4%) y M.
pachydermatis (8.2%).
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Malassezia and Candida yeasts are considered part of the normal skin and mucosal
microbiota in humans and other animals; however, there have been few studies on the
pig’s ear canal microbiota. The aim of this study was to identify the yeast microbiota
isolated from swabs of porcine ear canal. Primary isolation from 25 samples (16 and 9 pigs
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with and without brownish serous secretion) in Dixon and Sabouraud medium.
Macroscopic and microscopic morphological features were described. Besides,
biochemical, physiological and molecular tests were performed to identify the isolated
yeasts. Fifty-five isolates were recovered and the molecular identification showed the
presence of M. sympodialis (42.8%), M. slooffiae (28.6%), M. furfur (18.4%) and M.

pachydermatis (8.2%).

Key words: Malassezia spp; Candida spp; swine; ear canal

INTRODUCCION

Las patologias auditivas y la microbiota
levaduriforme del canal auditivo porcino han
sido poco estudiadas; sin embargo,
clinicamente se reporta acimulo de cerumen,
leve a moderada inflamacion en el canal au-
ditivo y movimientos bruscos de cabeza en
animales mayores de dos afios de edad y en
cerdos mascota (Pinter et al., 2002; Han y
Na, 2009). Por otro lado, el analisis citologico
de secrecion 6Otica marron en cerdos sanos
reporta la presencia de levaduras y células
epiteliales y, en algunos casos, microbiota
mixta de levaduras y bacterias con células
epiteliales (Harris et al., 2012). Entre las le-
vaduras reportadas se encuentran las perte-
necientes a los géneros Malassezia y
Candida.

Las levaduras del género Malassezia
son reconocidas como parte de la microbiota
normal en piel de animales, aunque también
han sido implicadas en procesos patologicos
como patogenos oportunistas (Sugita et al.,
2010). Se caracterizan por ser un grupo de
levaduras lipofilicas, habiéndose reportado 13
especies lipodependientes: Malassezia
furfur, M. globosa, M. obtusa, M. restricta,
M. slooffiae, M. sympodialis (Guého et al.,
1996), M. dermatis (Sugita et al., 2002), M.
japonica (Sugita et al., 2003), M. nana
(Hirai et al., 2004), M. yamatoensis (Sugita
et al., 2004), M. equina, M. caprae
(Cabaiies et al., 2007) y M. cuniculi
(Cabafies et al., 2011) y una no
lipodependiente, M. pachydermatis (Guého
et al., 1996). Recientemente, han sido pro-
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puestas dos nuevas especies lipodependien-
tes: Malassezia brasiliensis sp. nov. y
Malassezia psittaci sp. nov. (Cabaiies et al.,
2016).

Por otro lado, las levaduras del género
Candida, que han sido descritas como
microbiota comensal, causan alteraciones di-
gestivas en porcinos, y se relacionan con fac-
tores predisponentes como el tratamiento con
antibioticos (Garcia y Blanco, 2000). En ca-
sos de inmunosupresion, ocasionan candidiasis
mucocutanea y sistémica (Zlotowski et al.,
2006).

La mayoria de estudios acerca de ais-
|ados de especies de los géneros Malassezia
y Candida en el canal auditivo estan referi-
dos a caninos, por lo que teniendo en cuenta
los pocos reportes en la literatura (Granados
et al., 2014), el objetivo del presente estudio
fue identificar la microbiota levaduriforme ais-
lada a partir del canal auditivo externo porcino.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de Estudio

Se hizo una seleccion al azar de 25 cer-
dos adultos (hembras de cria, hembras de
reemplazo y machos) con (n=16) o sin se-
crecion (n=9) otica de dos granjas
semitecnificadas (cada una con menos de 200
hembras), sin historial clinico de afecciones
oticas, ubicadas en los municipios de Tena y
Ubaque, departamento de Cundinamarca
(Colombia). El estudio fue de tipo descripti-
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vo, de corte transversal, con un solo muestreo
al azar.

Obtencion y Procesamiento de Muestras

Se obtuvieron hisopados del canal audi-
tivo externo y se conservaron a temperatura
ambiente en tween 20 al 0.05% para mante-
ner el ambiente lipofilico (Pulido ez al.,2010),
durante un tiempo no mayor a 4 h. Las mues-
tras fueron transportadas hasta los laborato-
rios de la Pontificia Universidad Javeriana,
Bogota, donde fueron cultivadas en Agar
Dixon modificado y Agar Sabouraud suple-
mentado con cloranfenicol, e incubadas a
32 °C. Las colonias morfologicamente com-
patibles con levaduras fueron purificadas
para su posterior identificacion (Cafarchia y
Otranto, 2004; Ashbee, 2007; Crespo et al.,
2008; Guého-Kellermann et al., 2010).

Para realizar la descripcion macrosco-
pica, se evaluaron los parametros morfol6-
gicos de las colonias y se determino el dia-
metro promedio (mm) de no menos de 10
colonias. Para la descripcion microscopica,
con aumento de 100X, se midio el largo y
ancho de 30 células levaduriformes tefiidas
con Gram, utilizando el software Leica
Microsystems®.

A las colonias presuntivas de Malasse-
zia spp (urea positiva), se les realizaron prue-
bas bioquimicas y fisioldgicas como asimila-
cion de suplementos lipidicos (Cremophor-
EL y varios Tween), crecimiento a tempera-
turas de 37 y 40 °C y pruebas enzimaticas
como catalasa, B-glucosidasa (Cafarchia y
Otranto, 2004; Ashbee, 2007; Crespo et al.,
2008; Guého-Kellermann et al., 2010).
Adicionalmente, se evalud la actividad
fosfolipasa, utilizando agar Sabouraud con
10% de yema de huevo, en cuatro puntos de
siembra. La lectura se realizo al dia 21
promediando los valores Pz, considerando una
actividad nula aquellas con valor Pz=1, alta
con valores Pz entre 0.64 y 0.99 y muy alta
con Pz menor de 0.64 (Cafarchia y Otranto,
2004; Coutinho, 2005, Hurtado-Suarez et al.,
2016).
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Las colonias presuntivas de Candida
spp (urea negativa) fueron identificadas usan-
do medio cromogénico Chromagar Candida®.

Cepas de Referencia

Se utilizaron las cepas del Centraal-
bureau voor Schimmelcultures (CBS), Pai-
ses Bajos: Malassezia furfur CBS 7019,
Malassezia pachydermatis CBS 1879,
Malassezia sympodialis CBS 7222,
Malassezia slooffiae CBS 7956 vy
Malassezia globosa CBS 7966. Las cepas
control positivo para la prueba de actividad
fosfolipasa fueron Candida albicans ATCC
90028, Candida krusei ATCC 6258 y
Candida parapsilosis ATCC 22019.

Identificacion Molecular de Levaduras
del Género Malassezia

La extraccion del ADN se realizd con
el estuche ADN genomico de hongos/leva-
duras (Norgen®). Estas extracciones se so-
metieron a tratamiento con ARNasa
(Sigma®) 2 mg/ml a 37 °C por 4 h (Gemmer
et al., 2002). Se realiz6 amplificacion de la
region 5.8S ADNr-ITS, utilizando los inicia-
dores ITS3 (5’-GCATCGATGAAGAA-
CGCAGC-3’)eITS4 (5’-TCCTCCGCTTA-
TTGATATGC-3") (Gaitanis et al., 2002;
Hernandez, 2005). La amplificacion se llevo
a cabo mediante PCR en volumenes de re-
accion de 50 pl, conteniendo 45 ul de PCR
SuperMix (1.1X) (Invitrogen), 1 pl de cada
uno de los iniciadores (10 pmol/pul) y 3 ul de
ADN gendémico (20 ng/ml) bajo las siguien-
tes condiciones: un ciclo de denaturacion ini-
cial a 95 °C por 5 min, 30 ciclos de 95 °C por
1 min, 55 °C por I miny 72 °C por 1.5 min, y
un ciclo de extension final a 72 °C por 5 min
(Gaitanis et al., 2002; Hernandez, 2005). Los
productos de la amplificacion obtenidos fue-
ron evidenciados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% con buffer TBE
1X, tefiidos con bromuro de etidio. Los pro-
ductos de amplificacion de la region 5.8S
ADNT-ITS fueron enviados para su purifica-
ciéon y secuenciacion a Macrogen® Inc.
(Corea del Sur). Las secuencias fueron ana-
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A Colonia elevada - Bordes lisos

8. Colonia granular - Bordes irregulares

Figura 1. Morfotipos obtenidos de secrecion otica porcina identificados como (A) Malassezia

slooffiae y (B) M. furfur

lizadas mediante BLASTn (Identities %: 97-
99%; E-value 0.0).

Analisis de Datos

Los datos obtenidos fueron analizados
mediante estadistica descriptiva.

RESULTADOS

De los 25 cerdos seleccionados al azar,
nueve no presentaban secrecion otica 'y 16
tuvieron secrecion serosa marréon. Del total
de animales, se lograron 55 aislados, 49 de
ellos compatibles con Malassezia spp (ureasa
positiva) y 6 con Candida spp (ureasa nega-
tiva). Asimismo, de cada animal se aislaron
desde uno hasta cuatro morfotipos.

La caracterizacion morfoldgica macros-
copica de Malassezia spp mostro diversidad
de morfotipos (Figura 1). Desde colonias li-
sas de bordes regulares hasta colonias
granulares, rugosas de bordes irregulares, con
diametros entre 1 y 5.5 mm. Microsco-
picamente, el tamafio de las células fue igual-
mente variable, detectando células madre con
longitudes entre 2.2 y 3.8 umy anchos de 1.6
y 3.2 um en promedio.
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Con base en las pruebas bioquimicas,
algunos aislados compatibles con Malassezia
spp pudieron ser identificados hasta especie
(Cuadro 1). Las especies identificadas me-
diante las pruebas moleculares se presentan
en el Cuadro 2, donde se observa que se pudo
determinar la especie de los aislados que
fenotipicamente se identificaron como
Malassezia spp. Las pruebas fenotipicas solo
permitieron identificar hasta especie el 46.9%
(n=23) de los aislados, mientras las pruebas
moleculares determinaron la especie en el
98% de los aislados. El porcentaje de coinci-
dencia entre las dos técnicas fue de 22.4%,
dado que la identificacion de la misma coin-
cidio en 11 aislados.

Con respecto a los aislamientos de
Candida spp, las colonias se caracterizaron
por presentar bordes enteros, textura lisa, bri-
llantes y de color blanco, con didametros entre
2.5y 5 mm. Microscopicamente, las longitu-
des fueron de 2.3 a 3.8 pm con anchos de 1.9
a 3.2 um. Todos los aislamientos compatibles
con Candida se obtuvieron Unicamente a
partir de cerdos con secrecion oOtica. Las es-
pecies fenotipicamente identificadas fueron
Candida glabrata (n=2), C albicans, C.
tropicalis, C. krusei y C. catenulata.
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Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de los aislados de Malassezia spp
obtenidas de muestras de hisopado del canal auditivo de cerdos (Cundinamarca,

Colombia)

29 & 8 : ©
Especie (n) = B EZ2 Eg Er E %E ==
< 2 o 5 oY S o™ g 2 &
© o o=B g8 57 & 2 <38
O S O 5 £

20 40 60 80
M. slooffiae (10) - - + + + + - - SCto
M. sympodialis (4) +H+ o+ - + +H+ - + o+ - Alta
M. obtusa (2) +++ o+ - - - - - - R - SCto
M. furfur (4) +++ - - + +++ o+ o+ + o+ + SCto
M. pachydermatis (3) +++ - +++ ++ +++ Muy
alta
Malassezia spp. (26) +++  + - + + + + + 4+ - Nula

* Crecimiento en agar Dixon a diferentes temperaturas de incubacion
Actividad fosfolipasa: Muy alta: Pz<0.64, Alta: Pz entre >0.64 y <1, Nula: Pz=1
SCto: Sin crecimiento en agar Sabouraud con 10% de yema de huevo

Cuadro 2. Distribucion de la identificacion molecular de especies de los 49 aislados de
Malassezia spp obtenidos a partir de hisopados del canal auditivo de porcinos sin
(n=19) y con secrecion otica (n=30)

En el total de En cerdos En cerdos con

Especie (n) cerdos sin secrecion secrecion

(%) (%) (%)
M. slooffiae (14) 28.6 36.8 233
M. sympodialis (21) 42.8 42.1 43.3
M. furfur (9) 18.4 15.8 20.0
M. pachydermatis (4) 8.2 0 13.3
[Malassezia sin identifi- 20 53 0

cacion de especie] (1)

DiScUusION

En el presente estudio, al igual que en
otros reportes relacionados con Malassezia
spp, se evidenciaron diferencias, tanto en las
caracteristicas macroscopicas de las colonias
como en el comportamiento metabdlico, es-
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pecialmente para las pruebas de asimilacion
de los tween y el Cremophor-EL. De acuer-
do con las caracteristicas macroscopicas des-
critas en estudios previos y con lo evidencia-
do en las cepas de referencia, estas levadu-
ras se caracterizan por presentar una textura
lisa de bordes regulares (Guého-Kellermann
et al., 2010; Hurtado-Suarez et al., 2016);
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sin embargo, esto difiere de lo observado para
algunos de los aislamientos del presente es-
tudio, donde se evidenciaron colonias rugo-
sas de bordes irregulares, lo que podria atri-
buirse a la amplia variabilidad morfologica de
los diferentes aislados de Malassezia spp
(Hernandez, 2005).

Teniendo en cuenta las pruebas
metabolicas para la identificacion de cada
especie, M. pachydermatis es la inica con
capacidad de crecer sin suplemento lipidico,
mientras que M. furfur se caracteriza por
asimilar Cremophor-EL, conjuntamente con
algunos aislamientos de M. pachydermatis
(Mayser et al., 1997; Hossain et al., 2007,
Guého-Kellermann et al., 2010; Guého et al.,
2011); aspecto evidenciado en los aislamien-
tos procedentes de porcinos. Por otro lado,
se ha reportado que cada especie tiene cier-
tas preferencias para la asimilacion de los
tween; por ejemplo M. furfur y M.
pachydermatis pueden asimilar tween 20,
40, 60 y 80, mientras M. sympodialis no asi-
mila tween 20, pero si los demas (40, 60 y
80) (Guého et al., 1996; Cabafies et al., 2007,
Crespo et al., 2008; Nardoni et al., 2010).
Este mismo comportamiento fue observado,
tanto para las cepas de referencia como para
las especies identificadas a partir de los ais-
lamientos obtenidos. Adicionalmente, otros
estudios hacen referencia a que la actividad
fosfolipasa es considerada como un factor
de virulencia importante; especificamente
para M. pachyder-matis (Juntachai et al.,
2009), tal y como fue detectada en la mayo-
ria de los aislamientos hallados en los cerdos
con secrecion del presente estudio (Cuadro
1), lo que sugiere su posible implicacion en
procesos patologicos.

Dada la dificultad en la identificacion a
nivel de especie mediante las pruebas
fenotipicas, debido a la variabilidad de reac-
ciones entre las mismas especies, la
secuenciacion de la region 5.8S ADNr-ITS
permitio identificar el 98% de los aislamien-
tos obtenidos. Esta misma region ha sido uti-
lizada por otros autores, quienes también evi-
denciaron que mediante esta herramienta se
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obtiene una identificacion mas precisa
(Cabaiies et al., 2005; Gaitanis et al., 2006)
y permite una aproximacion epidemiologica
real.

Estudios previos reportan la presencia
de M. pachydermatis, M. furfur, M.
sympodialis y M. sloofiae en el canal audi-
tivo de porcinos. Los autores también hacen
referencia a la dificultad en la clasificacion,
por lo que suelen ser reportadas como
Malassezia spp (Pinter et al., 2002; Nardoni
etal.,2010; Sugita et al.,2010). Aunque son
pocos los reportes especificos, M.
pachydermatis se ha reportado en cerdos
con aciimulo de cerumen 6tico ¢ inflamacion
en el canal auditivo (Pinter et al., 2002), como
ocurri6 en el presente estudio con la presen-
cia del 13.3% de esta especie en ejemplares
con secrecion Otica; sin embargo, Garau et
al. (2005) reportaron la presencia de M.
sympodialis (58%) y de M. slooffiae (30%)
en cerdos sanos, siendo estos porcentajes
cercanos a los encontrados en el presente
estudio (Cuadro 2). Aunque M. furfur fue
hallado tanto en porcinos sanos como con
secrecion, ha sido reportado como agente
etiologico de otitis externa en un cerdo mas-
cota (Han y Na, 2009).

Por otro lado, la experiencia del grupo
de investigacion, sefiala que generalmente
predominaba una sola especie de Malassezia
por muestra clinica; sin embargo, en el pre-
sente estudio, se evidencié que fueron obte-
nidas hasta cuatro especies a partir de una
muestra de hisopado 6tico, lo que sugiere que
estas levaduras corresponderian a microbiota
normal auditiva.

A nivel latinoamericano, solamente se
encuentra un reporte en Costa Rica, donde
analizaron cerdos con abundante secrecion
serosa en canal auditivo, encontrando 46%
de prevalencia de M. pachydermatis, 21%
de Trichosporon spp, 5% de Candida
famata, 2% de C. parapsilosis, 3% de
Aspergillus terreus 'y 23% de levaduras sin
identificar (Granados et al., 2014); resulta-
dos que difieren de los hallados en el presen-
te estudio.
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De manera especifica, levaduras como
Candida glabrata y C. albicans, halladas
en los cerdos con secrecion otica, han sido
asociadas a lesiones mucocutaneas en dos
casos de sindromes de debilitamiento
posdestete (Zlotowski et al., 2006) y en un
cuadro septicémico de un lechon (Zlotowski
et al., 2014). Estos casos, aunque
epidemiologicamente raros, podrian sugerir
que la presencia de estas levaduras en canal
auditivo de un paciente inmunosuprimido, po-
drian ser un factor de riesgo para que se pre-
senten cuadros diseminados que podrian afec-
tar la produccion porcina.

Aunque es necesario profundizar en los
antecedentes clinicos, citoldgicos y
microbiologicos de los animales, teniendo en
cuenta los resultados obtenidos, es posible
concluir que la identificacion a nivel de espe-
cie mediante pruebas moleculares determin6
que M. sympodialis predomind en la
microbiota levaduriforme del canal auditivo
de los cerdos. Adicionalmente, la presencia
de M. pachydermatis y las especies de
Candida encontradas en porcinos con se-
crecion Otica, podria sugerir su capacidad
patogénica en esta especie animal. Este es el
primer reporte en Colombia sobre la
microbiota levaduriforme presente en el ca-
nal auditivo de porcinos.
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