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Las infecciones fangicas han aumentado en el Gltimo tiempo, entre
ellas, las infecciones por levaduras emergentes, cuyos patrones de
sensibilidad no han sido estudiados debido a la inexistencia de
patrones de temperatura y medios de cultivo apropiados para
realizar test de sensibilidad. El presente trabajo, fue propuesto como
un modelo experimental de Pichia anomala, aislada de pacientes
con MICs superiores que los aislados ambientales, siendo la anfo-
tericina B el antifungico con la mejor actividad antifingica.

(Reyes E, Godoy P, Silva IR, Brevis P, Nieto E, Fischman 0. 2005.
Actividad in Vitro de 5 antifungicos contra aislados clinicos y
ambientales de Pichia anomala. Cienc Trab. 7(15):17-20).
Descriptores: PICHIA; AGENTES
ANTIFUNGICOS.

LEVADURAS; MICOSIS;

Pichia anomala ha sido descrita como un miembro transitorio y
normal del tracto gastrointestinal en el humano, ademas de
haber sido encontrada en plantas, suelo, frutas y animales (Saéz
1979, Sand y Van-Grinsven 1976, Frantz y Mertvetsova 1986,
Moses et al. 1991, Murphy et al. 1986). Ella es una levadura
ubicada taxonémicamente en la divisibn Ascomycota, siendo
identificada por la produccién de ascosporos y por su tipico
patrén bioquimico. Los ascos pueden ser globosos o alargados y
contener uno a cuatro ascosporos. Pseudohifas pueden estar
presentes. Esta levadura ha sido aislada de diferentes partes de la
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Fungal infections have increased in the last time, among them infec-
tions by emergent yeasts, whose sensibility patterns have not been
studied due to the non-existance of temperature patterns and
appropiate culture medium to do sensibility test. The present work
has been proposed as an experimental model of Pichia anomala, iso-
lated from patients and environment. The results show that condi-
tions of 30 to 35 °C were indifferent, the appropiate culture medium
was demonstrated to be RPMI-1040, and the isolated strains from
patients had MICs superior than the environmental isolates, being
anfotericin B the antifungal with the best antifungal activity of all
those tested.

Descriptors: YEASTS; MYCOSES; PICHIA; ANTIFUNGAL AGENTS.

naturaleza (Toro y Piontelli 1985, Pagnoca y Mendoga-Hagler
1989, Middelhoven et al. 1990); ademas, ha sido utilizada como
modelo de estudio en biologia y genética molecular. Sin
embargo, tradicionalmente ha sido considerada no patogénica.
No obstante lo anterior, relatos recientes muestran un creciente
namero de casos de infecciones en pacientes que presentan
factores predisponentes como larga hospitalizacion, inmunosu-
presion, terapia antibiotica de amplio espectro y uso de catéter
(Ma et al. 2000, Bakir et al. 2004, Haron et al. 1988, Qadri et al.
1988, Dickensheets 1989, Kawakami et al. 1998, Yamada et al.
1995, Alter y Farley 1994, Sekhon, et al. 1992, Odone et al. 1996,
Thuler et al. 1997, Chakrabarti et al. 2002, Kalenic et al. 2001).
Los tratamientos para esta levadura ain no se han descrito y la
pequefia informacion evaluada en la literatura no permite selec-
cionar las drogas de eleccidn para infecciones de este microorga-
nismo (Torres-Rodriguez 1996, Bakir et al. 2004, Kurtzman y Fell
1998, National Committee For Clinical Laboratory Standars.
1993, Rodero et al. 1997, Kalenic et al. 2001).

El propdsito de este trabajo fue contribuir a la estandarizacién de
la actividad antifingica in vitro de cinco antiflngicos: fluco-
nazol, ketoconazol, amphotericina B y 5-fluorocitocina, contra
30 aislados de P. anomala mediante la utilizacion de las técnicas
de microdilucién y macrodilucion en caldo descritas por el
NCCLS, reconocidas internacionalmente.
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30 muestras fueron usadas en este trabajo (Bakir et al. 2004),
aisladas de pacientes y (Ma et al. 2000) ambientales. La identi-
ficacion de las levaduras fue realizada de acuerdo a las técnicas
de rutina en micologia médica que incluyd -caracteristicas
macroscopicas, microscopicas, patron bioquimico, produccion y
forma de los ascosporos (Kurtzman y Fell 1998).

Previamente a la realizacion de los test de sensibilidad fueron
construidas las curvas de crecimiento de la levadura. Esta prueba
fue realizada con el objetivo de encontrar el medio y la tempera-
tura més adecuada para el crecimiento de las muestras de Pichia
anomala.

In6culos de Pichia anomala y de una cepa ATCC de Candida
parapsilosis fueron cultivadas en un matraz de erlenmeyer,
conteniendo medio a analizar RPMI-1640, Antibiotic medium Il
y Yeast Peptone Dextrose (YEPD) en agitacion a temperatura
constante; lecturas en espectrofotdmetro fueron hechas cada una
hora hasta alcanzar la fase estacionaria; los analisis fueron reali-
zados en duplicado.

Macrodilucidn: el test de macrodilucién en caldo fue realizado de
acuerdo a los estdndares del NCCLS-USA (Frantz y Mertvetsova
1986). El tamafio del indculo utilizado fue medido espectrofoto-
métricamente. Concentraciones de 0,5 a 2,5 x 10° células por mL
fueron utilizadas. Los medios de cultivo fueron RPMI 1640 con/L
glutamina sin bicarbonato de sodio, tamponado a pH 7.0 con
buffer MOPS 0,165 M (American Biorganics, Niagara Falls, NY).
A 0,9 mL de la solucion del indculo el medio fue dispensado en
un tubo pléstico estéril conteniendo 0,1 mL del antifingico
concentrado 10 veces. El tubo de control de crecimiento sin la
droga fue incluido cada vez que se realizd la prueba. Los racks
contenidos en los tubos plasticos fueron incubados a 35 °C por
48 hrs. Los criterios para la lectura de las concentraciones
minimas inhibitorias fueron las mas bajas concentraciones que
produjeron al menos el 80% de inhibicién comparadas con el
tubo de control. Para esto se diluyd el tubo control para producir
un estandar con un 80% de inhibicion.

Microdilucion: Los aislados fueron testeados por el método de
microdilucion en caldo de acuerdo a las normas estandarizadas
propuestas por el documento NCCLS, M27-A y M27-A2 (1997,
2002). Las drogas utilizadas Anfotericina B (ICN Biomedicals
Inc) fluconazol (Pfizer Inc., New York, NY, USA), itraconazol
(Janssen Pharmaceutica, Titusville, NJ, USA) y ketoconazol
(Janssen Pharmaceutica) fueron usadas para obtener un rango de
dilucion final de 0,3 - 160 pg/mL 0,125 a 64 pg/mL, 0,007 a 4
pg/mL, y 0,015 a 8 pg/mL respectivamente. Brevemente el test de
microdilucion en caldo fue realizado en placas de ELISA con
fondo plano de 96 pocillos (Nunclon, Delta, Nunc., InterMed,
Denmark), contenido medio RPMI-1640 (American Biorganics,
Niagara Falls, NY) con L-glutamina, sin bicarbonato, y tampo-
nado con buffer MOPS a pH 7,0. Las microplacas conteniendo el
doble de la concentracion final de los antifungicos fueron mante-
nidas a —70 oC por no méas de 3 semanas antes de uso. En el dia
del ensayo, la suspension del indculo ajustada a una concentra-
cion 0,5 Mc Farland mediante un espectrofotometro a una
longitud de honda de 530 nm. Un volumen de 100 uL de esta
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suspension se dispensa en cada pocillo resultando en una
concentracion de entre 0,5 y 2,5 X 10° celulas/mL. Las placas
fueron incubadas a las temperaturas de 30 y 35 °C durante 24, 48
y 72 hrs. Tamafio, viabilidad y pureza del in6culo fueron contro-
lados por cultivo de alicuotas de la suspensién en placas de agar
Sabouraud- dextrosa como también fue utilizado un organismo
de control (C. parapsilosis ATCC 22019) que fue incluido cada
vez que se realizd un experimento para chequear la actividad
antifungica de las drogas.

Las concentraciones minimas inhibitorias (MICs) fueron definidas
como las minimas concentraciones necesarias para producir un
decrecimiento evidente en la turbidez cuando se compara con el
pocillo control (libre de la droga) (Barchiesi et al. 1994).

Para la definicion del Breakpoint para los MICs de fluconazol e
itraconazol fue utilizado el propuesto por Rex et al (1997) y por
M27-A2 (2002), considerando los aislados con MICs <8 pg/mL
para fluconazol, < 0,0125 pg/mL para itraconazol, < 4 para 5
fluorcitocina como sensibles; aislados con MICs entre 16 y 32
pg/mL para fluconazol, 8-16 pug/mL para 5 fluorocitocina y entre
0,25y 0,5 pg/mL para itraconazol como intermedio o suscepti-
bilidad dosis dependiente (DDS). Los aislados con MICs = 64
pg/mL para fluconazol y =1 pg/mL para itraconazol como resis-
tentes. Debido a la carencia de definiciones consensuadas de
“breakpoints” para los MICS de ketoconazol, fueron establecidos
valores arbitrarios, siendo susceptibles los aislados con MICs <
0,125 pg/mL, DDS para los aislados con MICs entre 0,25 y 0,5
pg/mL y resistentes los aislados con MICs = 1 pug/mL (Maenza et
al. 1996, Rodriguez-Tudela et al. 1995, St-Germain et al. 1995).

Las curvas de crecimiento de Pichia anomala realizada en conco-
mitancia a la de C. Parapsilosis ATCC 2019. Los datos obtenidos
revelaron que tanto los cepas ambientales y clinicas de P
anomala no mostraron diferencia en sus cinéticas, en las tempe-
raturas analizadas; sin embargo, la curva de crecimiento de la
cepa ATCC de C. parapsilosis fue mas rapida respecto a las obte-
nidas por P. anomala, y las cinéticas de crecimiento utilizando
RPMI-1640, fue el mas adecuado comparandolo con antibiotic
medium 111 y el medio YEPD. (Gréficos 1y 4).

Graficos 1y 2.

Cinéticas de crecimiento de la cepa ATCC de P. anomala a dos dife-
rentes temperaturas, 30 y 35 °C, utilizando tres diferentes medios de
cultivo.
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Graficos 3y 4.

Cinéticas de crecimiento de la cepa ATCC de Candida parapsilosis
22019 a dos diferentes temperaturas, 30 y 35 °C, utilizando tres dife-
rentes medios de cultivo.
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MICs obtenidos por el método de microdilucion en caldo fueron
comparados con los obtenidos por el método de macrodilucion.
El método de microdilucion no exhibi6 acentuadas diferencias
respecto a las obtenidas por el método de macrodiluciéon en
caldo. Las Tablas 1 y 2 muestran un analisis comparativo de
nuestra investigacién describiendo los resultados obtenidos
después de 48 hrs. de incubacién. Los valores fueron semejantes
entre los dos métodos. De acuerdo a esto, el método de microdi-
lucion en caldo puede ser utilizado en forma segura en el estudio
de sensibilidad de muestras de P. Anomala tanto de origen
ambiental como clinico.
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Tabla 1.

Caracterizacion de los patrones de sensibilidad de las muestras de P.
anomala analizadas por macrodilucién a las 48 hrs. de lectura para
cuatro drogas antiflingicas.

Drogas Muestras Intermedias ~ Muestras Total
antifungicas Sensibles o DDS Resistentes

Fluconazol 21 (70%) 9 (30%) 0 30 (100%)
Itraconazol 9 (30%) 14 (46,6%) 7(23,3%) 30 (100%)
Ketoconazol 5 (16,6%) 14 (46,6%) 11 (36,6%) 30 (100%)
5-fluorocitocina 15 (50%) 1 (3,3%) 14 (46,6%) 30 (100%)

Tabla 2.

Caracterizacion del patron de sensibilidad de muestras de P. anomala
analizadas por microdilucion en lecturas de 48 hrs. frente a cuatro
drogas antifiingicas.

Drogas Muestras Intermedias ~ Muestras Total
antifungicas Sensibles o DDS Resistentes

Fluconazol 22 (73,3%) 8 (26,6%) 0 30 (100%)
Itraconazol 13 (43,3%) 17 (56,6%) 0 30 (100%)
Ketoconazol 13 (433%) 15 (50%) 2(66%) 30 (100%)
5-fluorocitocina 15 (50%) 0 15 (50%) 30 (100%)

Si bien la estandarizacion de las técnicas de sensibilidad por los
métodos de macrodilucion y microdilucion en caldo, recomen-
dados por el NCCLS, ha sido conseguida hace més de 10 afios,
solo pocos autores han utilizado esta metodologia para analizar
los patrones de sensibilidad en un gran nimero de levaduras para
diferentes antifingicos; so6lo Rodero et al (1997), Kane et al
(2002), Bakir et al (2004) utilizaron un método estandarizado,
pero fueron analizados en pocas muestras de P. anomala (Bakir
et al. 2004, Rodero et al. 1997, Kane et al. 2002).

Los patrones de sensibilidad de las muestras aisladas de pacientes
para fluconazol revelaron altos valores de MICs respecto a los
aislados ambientales. De acuerdo al reducido nimero de trabajos
descritos en la literatura a nuestro alcance, ninguno observo ni
describio este hecho. No obstante lo anterior, ninguna de las
cepas aisladas en nuestro estudio apareci6 resistente a este anti-
fangico.

Nosotros, ademas, observamos algin grado de resistencia a itra-
conazol y ketoconazol (70% y 83%, respectivamente).

Estos resultados sugieren que las infecciones sistémicas debido a
P. anomala no puede ser tratadas empiricamente sin haber sido
determinado el patrén de susceptibilidad a las drogas. Esta afir-
macion esta en acuerdo con lo expresado por otros autores.
Entre los diferentes trabajos en la literatura publicados durante
1991 y 2004 (comparaciones entre microdilucién y macrodilu-
cién), de acuerdo a los parametros del NCCLS, ninguno de los
autores incluyd muestras de C. pelliculosa o P. anomala.
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