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RESUMEN

Pichia anomala es una levadura oportunista
emergente, ocasionalmente responsable de graves
infecciones hospitalarias en lactantes y nifios
inmunocomprometidos. En este trabajo describimos la
presencia de P. anomala en sangre de 13 nifios
cateterizados en el Hospital del Nifio Jesis de Tucuman
(Argentina), en un periodo de 5 afios. Estos representan
el 9,71% de 350 muestras de sangre de pacientes
pediatricos internados en unidades de terapia
intermedia, cuidados intensivos y sala de oncologia.

P. anomala fue tan frecuente como Candida
tropicalis en los hemocultivos examinados en el periodo
en estudio. Teniendo en cuenta que la manipulacion
frecuente de catéteres y su uso prolongado favorecen el
desarrollo de fungemia causadas por esta levadura,
creemos imprescindible realizar mayores estudios
epidemioldgicos para determinar su real importancia
clinica.

INTRODUCCION

Lafungemia es lainvasion de los hongos en €l
torrente circulatorio. Cuando un hongo crece en un
hemocultivo, este aislamiento suele ser representativo de
fungemia verdadera en mas del 90% de |os casos (1, 24).
Es una enfermedad grave que compromete la vida del
paciente y que afecta principa mente a inmunocompro-
metidos por desérdenes hematol 6gicos, neoplasias,

ABSTRACT

Pichia anomala is an opportunistic emerging

yeast, occasionally responsible for serious hospital
infections both in lactating babies and in immuno-
compromised children. We describe herein the presence
of P.anomalaintheblood of thirteen catherized children
which was detected at the Hospital del Nifio Jesls de
Tucuman (Argentina), within a 5-year period. The above
cases represent 9.71% out of the 350 blood samples
collected from pediatric patients admitted in intermediate
therapy, intensive care and oncology wards.
P. anomala was as frequent as Candidatropicalisin the
blood cultures under examination during the period of
study.Considering that repeated catheter manipulation
and prolonged use favour the development of fungaemia
caused by this yeast, we think it is most necessary to
carry out further epidemiological studies to assess its
real clinical significance

trasplantes, infeccion por el VIH o enfermos sometidos a
multi ples maniobras terapéuticas, entre 1os que destacan
el catéter intravenoso central o periférico, la nutricion
parenteral, laintubacion y laadministracion de antibidticos
de amplio espectro y/o de inmunosupresores. Del mismo
modo se encuentran en riesgo | os lactantes prematuros o
con muy bajo peso a nacer y los nifios internados en
unidades de cuidadosintensivos (2,5,6,8,12,27).

El término candidemia hace referencia
principalmente al aislamiento en sangre de especies
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pertenecientes al género Candida, que, por otra parte,
son lacausamésfrecuentedefungemia. Lacandidemiaes
una infeccién micética de origen hospitalario en la gran
mayoriadeloscasos, tal como lo demuestran los resultados
de numerosos estudios realizados en todo el mundo.
(1,8,21,22,24,27). Su altamorbimortalidad es atribuida, en
parte, al tiempo prolongado de internacion del enfermo.
Aunque los registros de mortalidad por candidemia son
menores en pacientes pediétricos que en adultos, €l
reconocimiento defactoresderiesgo, asi como ladeteccion
tempranay €l tratamiento oportuno de estas infecciones
son las claves parareducir el peligro de mortalidad.

Estas micosis pueden tener un origen endégeno,
a partir de la microbiota colonizante, o bien exégeno, a
través de la piel, catéter o la alimentacion parenteral. Se
han comunicado numerosos trabajos que dan cuenta de
hallazgos deinfecciones producidas através de las manos
contaminadasdel personal médico, enfermerasy auxiliares,
infusiones, aparatos biomédicos, asi como el medio
ambiente hospitalario contaminado (7). Igualmente,
multiples investigaciones, han determinado que las
especies del género Candida comUnmente colonizan
catéteres por lo que seles atribuye responsabilidad en las
fungemiashospitdarias(3,4,6,11,22).

En los Estados Unidos las especies del género
Candida representan el cuarto grupo mas comin de
microorgani smos que con mayor frecuencia se aislan de
sangre de pacientes hospitalizados y son responsables
del 8% detodaslas septicemias (1,9,21,24,27).

En laultima décadalaincidencia de infecciones
causadas por Candida spp. incluyendo C. parapsilosis,
C.tropicalis, C. glabrata, y C. krusei ha aumentado en
relacién a la incidenciade fungemias causadas por C.
albicans(1,2,5,14,20,21,27). Las candidemias producidas
Candida spp. han constituido alrededor del 50% detodos
los aislamientos de Candida que se han documentado en
losUltimosafios (5,6,14).

Al mismo tiempo, se haobservado unincremento
importante de ai slami entos de otras especies fiingi cas que
hasta el momento habian sido consideradas inocuas
(3,7,10,11,12). Laaparicién de especiesde Pichiacomoun
patégeno oportunista parece coincidir con este aparente
cambio epidemiol égico.

El género Pichiaincluyevarias especies, lasmas
conocidas son P.anomala (Hansen) Kurtzman, P.
guilliermondii y P. ohmeri. Es el teleomorfo de varias
especies de Candida, produce ascosporas y taxondmica-
mente se ubica en la Clase Hemiascomycetes, Orden
Sacchar omycetales, Familia Endomycetaceae (Saccharo-
mycetaceae). Los Endomycetes pueden producir la fase
sexual en medios micol 6gicos comunes o necesitar medios
especial es de esporul acién como el agar extracto de malta
(MEA) y €l agar-V8. Las levaduras producen de 1-4
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ascosporas por asco, con forma de sombrero. Las
ascosporas adoptan una disposicion tetraédrica o lineal
en ascos persistentes o evanescentes (13).

A pesar de haber sido considerado un hongo
contaminante, inocuo, algunas especies del género Pichia
actualmente son calificadas como hongos patégenos
invasivos, que pueden afectar tanto a pacientes
inmunocomprometidos como a individuos inmunocom-
petentes que presentan factores de riesgo para esta
infeccion. Las infecciones por especies de Pichia son
capaces de producir lesiones en la mucosa oral, tracto
urinario, aparato respiratorio, endocarditis y fungemias
transitorias que pueden comprometer lavidadel paciente.

Desde €l primer caso clinico documentado en
1958, se reconocen a nivel mundial, numerosos casos,
fundamentalmente de infecciones hematoldgicas y
colonizacién de catéteres. La particularidad de estos
hallazgos es su incidencia en nifios internados en
unidades de terapiaintermediao cuidados intensivos (3,
4,7,11,15,17,18, 25, 26, 28).

Pichia anomala (anteriormente Hansenula
anomala) es € teleomorfo de Candida pelliculosa. Es
unalevaduradevidalibre que hasido aislada de diversos
ambientes. suelo, vegetales, jugos de frutas y en medios
con alto contenido en azlicares. Es un contaminante
habitual enlaindustriacervecera. Puede encontrarse como
microbiotacomensal o transitoriaen piel, garganta, tracto
digestivoyy tracto respiratorio del hombre (19).

P. anomala surgié como un patégeno hospitalario
produciendo diversas formas clinicas: endocarditis,
enteritis, enfermedad pulmonar intersticial y otrasmicosis
invasivas (3, 19, 26). Ademas hasido detectadaen un brote
de fungemia nosocomial en nifios de ambos sexos, de 1
mes a 14 afios de edad, internados en unidades de
cuidados intensivos (7).

El presentetrabagjo tienelafinalidad de informar
el aislamiento en cultivos puros y reiterados de estas
levaduras en hemocultivos de pacientes pediatricos
inmunocomprometidos hospitalizados y evaluar la
importanciaclinicadelasinfecciones por P. anomala.

MATERIALESY METODOS

Todas las muestras de sangre fueron sembradas
en frascos parahemocultivo pediatrico bifasico (Britania)
con 24 h de incubacion a 37°C. Cuando se detect6 la
presenciadelevaduras enlacoloracién de Gram, fueron
remitidas al laboratorio de Micologia. Estas muestras,
previamente aireadas a través del tapdn mediante la
col ocacion de unaaguja hipodérmica estéril durante 24 h
a37°C fueron centrifugadas a3000 r.p.m. durante 10 min.
El pellet fuesembrado en Agar Sabouraud-glucosado
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con penicilina (50 U.1./ml) y estreptomicina (80 mg/ml) e
incubado a 37°C durante 48 h.

Paralaidentificacion delaslevadurasaisladas se
emplearon las pruebas convencionales de formacion de
tubos germinativos, produccion de clamidoconidios,
desarrollo en CHROMagar-Candida (Hardy Lab.),
Candifast (International Microbio IM) parazimogramasy
API-32 C (bioMérieux) paraauxonogramas. Paracobservar
produccion de ascosporos las levaduras aisladas fueron
subcultivadas en Agar Extracto de Malta 5% (Britania) e
incubadas a 28°C durante 7 dias.

P. anomala fue identificada sobre la base de su
incapacidad para producir ureasa y formar tubos
germinativos, asi como por su patrén de fermentacion y
de asimilacion de azlicares y la produccion de ascos con
uno a cuatro ascosporas con forma de sombrero (13). La
coloracion de Kinyoun fue usada para la observacion
microscopica de ascos y ascosporas que se visualizan de
coloracionrojiza.

Paravalorar lasensibilidad alosantifungicos‘in
vitro’ se utilizaron paralelamente dos procedimientos: a) el
método de macrodilucion en caldo (documento de
referencia M27-A estandarizado por el NCCLS para
levaduras), para determinar |a concentracién inhibitoria
minimay b) latécnicade difusion en agar con tabletasde
antifungicos Neo-Sensitabs (Rosco Diagnostica).

Por el método de macrodilucion se probd la
actividad de Anfotericina B (Squibb, N.J.), Itraconazol,
Ketoconazol (Janssen), 5-Fluorocitosina (Sigma) y
Fluconazol (Pfizer). Estosantifingicos, en formade polvo,
fueron disueltos convenientemente. Anfotericina B,
Itraconazol y Ketoconazol son insolubles en agua por o
que se utilizo dimetilsulfoxido (DM SO) parasu disolucion.
5-Fluorocitosina y Fluconazol fueron disueltos en agua
destiladaestéril. El medio de cultivo utilizado fueel RPMI
1640 con glutamina sin bicarbonato sodico (Sigma)
tamponado con acido morfolino propano sulfénico
(MOPS) 0,164 M (Sigma) apH 7,0.

Para la realizacion de la técnica de difusion de
tabletas de antifungicos Neo-Sensitabs, se utilizé el medio
RM -~ ~ .

B (10mg), Ketoconazol (15 mg), Fluconazol (25mg),
Itraconazol (10 mg) y 5-Fluorocitosina (1mg). La
sensibilidad de las levaduras se determiné en funcion del
diametro de las zonas de inhibicién (en mm) producido
por ladifusion del antifungico en el medio de cultivo solido.

El control serealiz6 utilizando la cepatestigo de
P. anomala N° 8 enviada por del Departamento de
Micologiadel Instituto de Enfermedades | nfecciosas «Dr.
CarlosMalbrén».

RESULTADOS

En el lapso de Noviembre de 1999 a Noviembre
de 2004 se procesaron 350 muestras de sangre proveni entes
de paci entes pedi atricos internados en unidades de terapia
intermedia, cuidados intensivos y sala de oncologia del
Hospital del Nifio Jests de Tucuman (Argentina).

Del total de los hemocultivos estudiados se
aidaronlevaduras en 134 muestras (38,28%). El 90,29% de
los cultivos correspondieron a especies de Candida y el
9,71% aPichiaanomala.

El orden de frecuencia de las especies aisladas
fue: 56 C. albicans(41,79%); 34 C. parapsilosis (25,37%);
13 C. tropicalis (9,71%); 12 C. glabrata (8,95%) y 6 C.
krusei (4,47%) (Tablal). Seobservé unafrancadominancia
de especies no-C.albicans (58,21%) sobre C. albicans
(41,79%).

Pichia anomala seaislo en sangre de 13 pacien-
tesrepresentando el 9,71%, conigual frecuenciaque C.
tropicalis, superando en porcentaje al aislamiento de C.
glabratay C. krusei (Tabla1).

En ninglin caso hemos encontrado la existencia
de una fungemia causada por dos 0 méas especies de
hongos

L os trece casos de fungemia por Pichia anomala
se presentaron en nifios de 2 meses a 11 afios de edad,
cuatro de sexo femenino y nueve masculinos, todos con
enfermedad de base grave. L os pacientes presentaron una
variedad de condiciones predisponentes como indica la
Tabla2. En ninguin caso fue posible predecir clinicamente

Tablal. Incidenciadelevadurasaisadasen € periodo Noviembre 1999 - Noviembre 2004

Agentes Afios

eti:glﬁgicns o02000 200001 | 20010z | 2o02.03 | 2onaod | Letal )
C. abicans 10 13 7 14 10 56 4179
C. parapsilosis 4 g 5 B 2 34 25,37
C. tropicalis 3 7] 7] 4 13 071
C. glabrata 1 3 3 7] 1 12 305
C. krusei 1 1 7] 1 1 6 4,47
P. anowmala 2 1 3 4 3 13 Q.71
T otal 20 33 27 37 27 134 100,00
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Tabla2. Caracteristicasclinicasdelospacientesrelacionados con losaislamientosde P.anomala

Edad

BeX0

Enfermedad de hase

Factores de riesgo ¥ terapia predisp onente

2 theses

Leuzemia

 atéter venoso
Cimicterapia
Mutricidn parerteral

11 afins

O ateomielitis

Catéter weroso
Artibioticoterapia de amplio espectro
Nutricidn parerteral

f afins

O stensatrcoma

 atéter wenoso
Quim ioterapia
Mutricidn parerteral

4 afins

Citugia abdominal

C atéter central
Agtibioticoterapia de amplio espectto
Magricidn parerderal

T afins

Citagia cardiovasoudar

- atéter wenwoso
Artibioticoterapia de amplio espectro
Migricidn parerderal

3 theses

Eajo peso

C atéter
Migricidn parerderal

A theses

Eajo peso

C atéter
Migricidn parerderal

9 afins

Leuremia

atéter vetwoso
Inmuwnosyresotes
Mutricidn parerteral

11 afins

Citugla abdominal

Catéter weroso
Artibioticoterapia de amplio espectro
Nutricidn parerteral

% afing

Trasplarte de meédula
dzea

Catéter wenoso
Inmunosupresores
Mutricidn paterteral

5 afing

VIH (HfiCitugia
pultn ot

C atéter central
Artibictcoterapia de amplio espectto
Migricidn parerderal

T afing

heringtis

- atéter wetwso
Artibioticoterapia de amplio espectro
Migricidn parerderal

9 afing

Leuzemia

Catéter wennso
Insmunosupre sotes
Migricidn parerderal

la

del paciente, razon por laquelas muestras fueron enviadas
solo paraandlisis bacteriol gico.

Todas|as cepas de P. anomala aisladas resultaron
sensibles a los antiflingicos ensayados tanto mediante el
método de macrodilucién en caldo como el Neo-Sensitabs.

DISCUSION

Enlaactuaidady coincidiendo con el desarrollo
denuevastécnicasparael diagndsticoy €l tratamiento de
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crobianos cada vez mas potentes, la incidencia de
fungemias haido aumentando progresivamente, asociada
a nuevos factores predisponentes (24).

Lasinfecciones por levaduras han adquirido una
gran importanciaen las Ultimas décadas debido no solo a
su mayor frecuencia en pacientes inmunodeprimidos o
enfermos sometidos atécnicas diagndsticasy terapéuticas
invasivas, sino también ala aparicion de formas clinicas
diseminadasy asu altamorbimortalidad. Paralelamente se
ha observado un incremento en la aparicion de nuevas
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especies patogenas, distintas de las habituales, muchas
veces dificilesdediagnosticar y tratar (3,10,16,24).

Se ha considerado que la aparicion e incremento
de estas levaduras patdgenas emergentes se relaciona no
solo con la alteracion de las defensas del huésped sino
con ciertas caracteristicas de patogenicidad de estas
especiesy su aumento alaresistenciaalos antiflingicos,
especialmente a derivados azolicos (10,14,16,23), lo que
hace necesario efectuar estudios de sensibilidad in vitro
para predecir la eficacia de éstos, antes de instaurar un
tratamiento.

Entre las nuevas especies de levaduras
emergentes como patdgenas humanas se encuentran
Malassezia furfur, Trichosporon asahii, Rhodotorula
spp., Pichia anomala y especies distintas a C. albicans
como C. lusitaniae, C. olmi, C. norvegensis, C. valida, C.
dublinensis y otras (10). Incluso aquellas que eran
consideradas contaminantes ambientales o solamente de
importanciaindustrial talescomo C. utilisy C. lipolytica,
actualmente son detectadas como agentes de fungemia,
onicomicosisy enfermedad sistémica (12, 16, 20, 23).

En este estudio presentamos la primera
comunicacion deinfecciones por P. anomala que emerge
como un patégeno nosocomial aislado sdlo en hemo-
cultivos de paci entes pediétricosinternados en el Hospital
del Nifio Jesus de Tucuman (Argentina).

Coincidentemente con otros autores (1, 2, 5, 14,
20, 21), C. alhicans es el patdgeno predominante, sin
embargo, es muy significativo el nimero de infecciones
por especies no-C. albicans (58,21%) incluyendo a P.
anomalaen nuestro medio. Unahipétesis que formulan
Chakrabarti etal. (7), esque este cambio enladistribucion
delas especies puede deberse al aumento en el nimero de
infecciones causadas por especies nuevas y con una
mayor resistencia demostrada a los agentes antifingi cos.
Sinembargo esto no explicarialaemergenciade P. anomala
en nuestro hospital ya que todas | as cepas aisladas fueron
susceptiblesalos cinco antifungicos ensayados‘invitro’.

L aexistenciade métodos bioquimicos con mayor
capacidad de diagnéstico en la deteccién de levaduras
patdégenas oportunistas permite el reconocimiento de
agentes causal es que, posiblemente, en otras condiciones,
no habrian sido detectadas o eventual mente consideradas
como Candida spp.

L os laboratorios de micologia desempefian una
funcién cada vez mas importante para el diagndstico y
tratamiento de estas infecciones, por lo que resulta
necesario que proporcionen resultados precisos y
confiables, 10 que se logrard sélo si el médico piensa en
una fungemia y el laboratorista esta preparado para la
aparicion de estos patdgenos emergentes mediante el
examen de las estructuras en su fase vegetativa asexual;
pero, en algunas ocasiones, como en el caso que nos

ocupa, el reconocimiento de la fase teleomorfa con la
produccion de ascosporas, es esencial para corroborar la
identificacion (13).

Por otra parte, el antibiogramade estaslevaduras
poco comunes es variable. Pueden ser resistentes a la
anfotericina B y a la mayoria de los azoles de dltima
generacion o pueden ser altamente sensibles atodos los
agentes antifungicos.

Como conclusion, resultaimportante destacar el
aumento de fungemias por P. anomala en nuestro medio
hospitalario en pacientes pediatricos con cateter
intravascular, razon por lacual deben realizarse estudios
devigilancia y control intrahospitalario necesarios para
reducir los indices de morbilidad y mortalidad en los
pacientes de alto riesgo.
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