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Resumen

El género Malassezia comprende levaduras lipofilicas, comensales de la piel de humanos y animales, responsables de infecciones dermatoldgicas y sistémicas,
particularmente en recién nacidos pretérmino hospitalizados en Unidades de Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN) con catéteres venosos centrales, antibioticos
de amplio espectro y nutricion parenteral rica en lipidos. La informacion acerca de las fungemias por este microorganismo es limitada, sin embargo, la mayoria
de infecciones invasivas reportadas en la literatura han sido asociadas con M. furfur y M. pachydermatis. Se reporta un caso de fungemia por M. sympodialis en
un recién nacido pretérmino hospitalizado en la UCIN de un hospital colombiano con sospecha clinica de sepsis neonatal, antibioticoterapia de amplio espectro
y hemocultivos de rutina negativos. El aislamiento fue susceptible a fluconazol y voriconazol, y resistente a anfotericina B. Existen pocos reportes de fungemia
producida por M. sympodialis, pero todos concuerdan en que es una levadura subestimada en individuos con factores predisponentes.
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Fungemia by malassezia sympodialis in a neonatal intensive care unit in Colombia

Abstract

The genus Malassezia comprises lipophilic yeasts, commensals of the skin of humans and animals, responsible for dermatological and systemic infections, particu-
larly in preterm infants hospitalized in Neonatal Intensive Care Units (NICU) with central venous catheters, broad-spectrum antibiotics and parenteral nutrition rich
in lipids. Information about fungemia by this microorganism is limited, however, the majority of invasive infections reported in the literature have been associated
with M. furfur and M. pachydermatis. A case of M. sympodialis fungemia is reported in a preterm newborn hospitalized in the NICU of a Colombian hospital with
clinical suspicion of neonatal sepsis, broad-spectrum antibiotic therapy and negative routine blood cultures. The isolation was susceptible to fluconazole and
voriconazole, and resistant to amphotericin B. There are few reports of fungemia produced by M. sympodialis, but all agree that it is an underestimated yeast in
individuals with predisposing factors.
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asociados a diversas patologias dermatoldgicas como pitiriasis
versicolor, foliculitis, dermatitis seborreica, dermatitis atopica y
psoriasis®. En sujetos con condiciones predisponentes pueden
causar infecciones sistémicas, particularmente en recién naci-
dos pretérmino de bajo peso con comorbilidades propias de

Introduccioén

El género Malassezia comprende levaduras lipofilicas y lipo-
dependientes, comensales de la piel de humanos y animales,
que pueden convertirse en patégenos cuando hay factores

predisponentes como cambios en el microambiente cutaneo
o alteracién de los mecanismos de defensa del hospedero. Su
principal caracteristica es que en su genoma carecen de ge-
nes codificantes para la acido graso sintasa, razén por la cual
no sintetizan acidos grasos de novo, lo que se manifiesta en el
requerimiento de una fuente exdégena de lipidos para su desa-
rrollo’. M. globosa, M. restricta, M. sympodialis y M. furfur emer-
gen en este orden como las especies mas comUnmente aisla-
das de la biota cutdnea normal en humanos y como agentes

la prematurez, hospitalizados en la Unidad de Cuidados Inten-
sivos Neonatal (UCIN), con tratamiento antibiético de amplio
espectro, nutricién parenteral total (NPT) prolongada con su-
plementacion lipidica y catéteres venosos centrales (CVC)®.

La informacion acerca de las fungemias por este microorganis-
mo es limitada, sin embargo, la mayoria de infecciones invasivas
reportadas en la literatura han sido asociadas con M. furfury
con la especie zoofilica M. pachydermatis®. Existen pocos re-
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portes de colonizacion de catéteres venosos y fungemia por M.
sympodialis en la literatura médica*’, a pesar que esta especie
se considera que habita en la piel humana saludable, principal-
mente del dorso y térax, pero también en otras areas corpo-
rales como el conducto auditivo, y ha sido aislada de piel con
pitiriasis versicolor®. Se presenta un caso de fungemia por M.
sympodialis en un recién nacido hospitalizado en la UCIN de un
hospital colombiano con sospecha clinica de sepsis neonatal.

Descripcion del caso

Recién nacido pretérmino de sexo masculino, 36 semanas de
edad gestacional, proveniente del municipio de La Virginia (Ri-
saralda). Madre de 24 afios de edad, segundo embarazo con
controles prenatales adecuados y ruptura de membranas de
2 horas de evolucién, remitida a hospital de tercer nivel de la
ciudad de Pereira por parto pretérmino. Nacimiento por parto
vaginal eutdcico. El recién nacido es trasladado a la UCIN por
signos de dificultad respiratoria y desaturacion para soporte
ventilatorio mecanico, con un peso de 2,965 gramos, talla de
48 cm y perimetro cefalico de 32 cm. Al ingreso presenta ale-
teo nasal y tirajes subcostales. Se realiza un hemograma que
reporta leucocitosis leve y una radiografia de térax que mues-
tra infiltrados intersticiales en ambos campos pulmonares.

Se diagnostica sindrome de dificultad respiratoria del recién
nacido, por lo cual se le realiza intubacién orotraqueal y ad-
ministracion de surfactante pulmonar. Ademas, se considera
riesgo de sepsis por corioamnionitis materna, por lo cual se
solicitan hemocultivos para gérmenes comunes y se inicia
ampicilina 300 mg IV cada 12 horas y gentamicina 12 mg
IV cada 24 horas por 5 dias. El paciente no recibié NPT con
suplementacién lipidica ni se le colocd CVC.

Durante la hospitalizacién el paciente desarroll6 hipertensién
pulmonar leve e ictericia neonatal tardia. Sin embargo, fue
dado de alta a los 16 dias por mejoria de su cuadro respirato-
rio, sin soporte de oxigeno, tolerando la via oral, con signos
vitales, gasto urinario y glucometria dentro de los parame-
tros normales para la edad.

Dentro de los exdmenes realizados se extrajeron 2 ml de san-
gre periférica adicionales y se depositaron en botellas de he-
mocultivo con caldo BHI (MDM Cientifica), glicerol (Sigma-Al-
drich) 0,1% m/v y Tween 80 (Sigma-Aldrich) 0,0025% m/v°. Se
realizaron frotis de piel con un hisopo estéril humedecido en
2 ml de agua con Tween 80 al 0,05%?. Estas muestras fueron
incubadas a 32°C durante 5 dias en el laboratorio del hospital
y posteriormente trasladadas al laboratorio de Microbiologia
de la Fundacion Universitaria Autonoma de las Américas. La
muestra de frotis de piel fue sembrada inmediatamente en
agar Dixon modificado (agar Mycosel [BD] 36 g L7, Oxbile
[Sigma-Aldrich] 20 g L, extracto de malta [Oxoid] 36 g L™,
glicerol [Sigma-Aldrich] 2 mL L™, &cido oleico [Sigma-Aldrich]
2 mL Ly Tween 40 [Sigma-Aldrich] 10 mL L") e incubada a
32°C durante 5 dias. Dado que las botellas de hemocultivo
no presentaban turbidez, se incubaron a 32°C durante 5 dias
méas, momento en el cual se observd turbidez en el medio,
se realizé subcultivo en agar Dixon modificado y se incubé a
32°C por otros 5 dias. Pasado este tiempo, en la superficie del
agar se obtuvieron colonias sugestivas de Malassezia spp. por
sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas (Fig. 1A'y
1B). Este resultado fue informado inmediatamente al labora-
torio del hospital, sin embargo, el paciente ya habia sido dado
de alta, por lo cual no recibié tratamiento antifingico empi-
rico. El cultivo de frotis de piel fue informado como negativo.

4

Figura 1. Caracterizacion microbiolégica de M. sympodialis aislada de sangre. A) Cultivo en agar

Dixon modificado que muestra colonias cremosas, color marrén, elevadas, de bordes regulares.

B) Tincion de Gram que muestra células levaduriformes y blastoconidias con gemacion simpodial
(flechas), 100X. C) Prueba de susceptibilidad antifingica con anfotericina B que muestra CIM de 2,0
ug/ml. D) Prueba de susceptibilidad antifungica con fluconazol que muestra CIM de 6,0 ug/ml. E)
Prueba de susceptibilidad antifingica con voriconazol que muestra CIM de 0,064 ug/ml.

131



132

J.C. Galvis-Marin, et al

REVISTA INFECTIO

Para la identificacion a nivel de especie no se llevaron a cabo
acercamientos fenotipicos, ya que estas pruebas a menudo no
permiten la diferenciacién de Malassezia spp. intimamente re-
lacionadas, y por esto las herramientas moleculares deben ser
usadas en estudios epidemioldgicos y ecoldgicos, asi como
en aspectos de la patogénesis y enfermedades causadas por
miembros de este género™. Por lo anterior, este aislamiento
fue sometido a un protocolo de extraccion de ADN mediante
un kit comercial (Norgen) segun las indicaciones del fabricante.
Posteriormente se realizé6 amplificacion de las regiones blan-
co 5.85 ADNTr-ITS2, utilizando los iniciadores ITS3 (5'-GCATC-
GATGAAGAACGCAGC-3') e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATAT-
GC-3)"""2, y 26S ADNIr, utilizando los iniciadores 5'-TAACA-
AGGATTCCCCTAGTA-3" y 5'-ATTACGCCAGCATCCTAAG-3"1213,
mediante una PCR convencional previamente estandarizada'.
Como control se utilizaron las cepas de referencia M. furfur
CBS 7019, M. pachydermatis CBS 1879 y M. slooffiae CBS 7956,
amablemente donadas por el Grupo de Investigacion Celulary
Molecular de Microorganismos Patégenos (CeMoP) de la Uni-
versidad de los Andes. Los productos de amplificacion se evi-
denciaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
y fueron enviados para su purificacién y secuenciacion a Ma-
crogen® Inc. (http://www.macrogen.com). Las secuencias de
ADN fueron editadas y ensambladas manualmente usando el
programa Geneious v7.0.6. (http://www.geneious.com). La se-
cuencia consenso obtenida con la region 5.85 ADNr-ITS2 tiene
398 pb y nimero de acceso GenBank MT648822, mientras que
la obtenida con la region 26S ADNr tiene 567 pb y nUmero de
acceso GenBank MT648771. Posteriormente fueron compara-
das con las secuencias depositadas en la base de datos del
GenBank mediante la herramienta BLASTh del NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El aislamiento fue identificado
como M. sympodialis para ambos genes ribosomales con un
100% de identidad.

Se realizd prueba de susceptibilidad antifingica a este aisla-
miento por el método de difusion en agar (epsilométrico) de
acuerdo al documento M44-A2 del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)'> con algunas modificaciones para
cumplir los requerimientos nutricionales del género Malas-
sezia'®, teniendo en cuenta que varias publicaciones com-
parando las técnicas de microdilucién en caldo y E-test®
han demostrado que este Ultimo es un método diagndstico
confiable para uso rutinario en los laboratorios de micologia
clinica™. Los antifingicos utilizados fueron anfotericina B y
voriconazol en una concentracion de 0,002-32 ug/ml, y flu-
conazol 0,016-256 ug/ml. Debido a que no se han definido
puntos de corte para categorizar aislamientos de Malassezia
spp., se utilizaron los correspondientes para Candida spp™.
Como controles de calidad se emplearon las cepas Candida
parapsilosis ATCC 22019y C. krusei ATCC 6258. Se obtuvo una
Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de 0,064 ug/ml para
voriconazol (susceptible), 6,0 ug/ml para fluconazol (suscep-
tible) y 2,0 ug/ml para anfotericina B (resistente) (Fig. 1C-E).

El hallazgo, confirmacion y susceptibilidad de este microor-

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA |

ganismo fue reportado posterior al egreso del paciente de la
institucion de salud, por lo que no recibio terapia antifingi-
ca especifica. Cabe resaltar que los hemocultivos para otros
gérmenes fueron negativos.

Discusion

El primer caso de Malassezia spp. como agente etiolégico de
infecciones del torrente sanguineo y sepsis fue reportado a
principios de la década de los 80 en Ohio, Estados Unidos, en
un recién nacido recibiendo NPT a través de CVC. Durante las
dos décadas pasadas se han reportado casos de infecciones
invasivas por Malassezia spp. en UCIN, particularmente en neo-
natos recibiendo lipidos intravenosos. Existen investigaciones
acerca de la colonizacion de lineas venosas centrales por Ma-
lassezia spp. que han demostrado tasas de colonizacién de 2.4-
32% en neonatos criticamente enfermos?. Es de resaltar que el
paciente del caso reportado no tenia presencia de CVC ni NPT
rica en lipidos, lo que sugiere que existen otros factores de ries-
go importantes para fungemia por Malassezia spp.

Malassezia spp. puede ser aislada a partir de la piel del 3%
de recién nacidos a término no hospitalizados, pero 30-64%
de neonatos prematuros hospitalizados son colonizados por
esta levadura. Similarmente se ha reportado que el 28% de
recién nacidos en una UCIN pueden ser colonizados en la
primera semana de vida, mientras que el 84% de neonatos
mayores de 7 dias hospitalizados en estas Unidades, tienen
cultivos de piel positivos para M. furfur®®. Lo anterior indica
que la colonizacion cutanea en neonatos estad asociada con
una menor edad gestacional, la admisién a la UCIN y la dura-
cion de la hospitalizacion, y esta condicion parece ser un pre-
rrequisito para la fungemia®. A pesar de lo anterior, en este
paciente no se aislaron levaduras del género Malassezia en
los frotis de piel. Esta ausencia de crecimiento podria deberse
a pérdida de viabilidad de la levadura durante el prolonga-
do tiempo de incubacion, y no fue posible tomar una nueva
muestra por el alta hospitalaria del paciente. Ademas, es bien
sabido que estos microorganismos son de dificil aislamiento,
ya que las colonias de Malassezia spp. frecuentemente pasan
desapercibidas a causa de su pequefio tamafio®. Por tanto,
creemos que el origen mas probable de la fungemia de este
paciente fue la diseminacién de la levadura desde la piel has-
ta el torrente sanguineo a través de los catéteres periféricos.

Los factores de riesgo para infecciones invasivas por Malas-
sezia spp. en neonatos reportados en la literatura cientifica
son entre otros, las comorbilidades de la prematurez, la ad-
misién a UCIN, el uso de tratamiento antibidtico de amplio
espectro, la NPT prolongada con suplementacion lipidicay la
presencia de CVC. Los criterios clinicos y de laboratorio para
su diagnéstico incluyen fiebre persistente que no responde a
antibioticos, alteraciones en el recuento de gldbulos blancos
y plaquetas, y cultivos de rutina negativos®. Muchos de estos
factores predisponentes y hallazgos paraclinicos estuvieron
presentes en este paciente, y la fungemia por Malassezia spp.
se confirmoé como lo recomiendan algunas revisiones?, por la
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presencia de levaduras con morfologia caracteristica de este
género a partir de frotis sanguineos y hemocultivo positivo
en medios micoldgicos especializados.

Aunque no existen recomendaciones de tratamiento basadas
en la evidencia para infecciones invasivas por Malassezia spp.,
se han utilizado triazoles intravenosos o anfotericina B, mien-
tras que flucitosina y las equinocandinas parecen ser inacti-
vas?, sin embargo, algunas publicaciones han documentado
valores elevados de CIM para anfotericina B en las pruebas
de susceptibilidad in vitro, como lo es el caso del trabajo de
Velegraki et al. que evalud la sensibilidad de ocho especies
de Malassezia frente a diferentes azoles y anfotericina B me-
diante microdilucién y E-test, encontrando valores de CIM >
16 ug/ml para anfotericina B en M. furfur, M. restricta, M. glo-
bosa y M. slooffiae™; el estudio de Galvis et al. que evalud la
actividad antifungica in vitro de azoles y anfotericina B frente
a 20 aislamientos clinicos de M. furfur por el método de mi-
crodilucion y E-test, encontrando que el 70% de aislamientos
fueron resistentes para anfotericina B por la técnica de refe-
rencia'®; y la revision de Theleen et al. que afirma que uno de
los antifingicos menos activos in vitro contra Malassezia spp.
es anfotericina B, la cual mostré amplios rangos de CIM para
M. furfur, M. sympodialis y M. globosa', a pesar del éxito tera-
péutico observado en algunos reportes de caso al utilizar este
antifingico®’. Todo lo anterior concuerda con los resultados
de susceptibilidad obtenidos en este aislamiento donde tam-
bién se observaron valores altos de CIM para anfotericina B.

La informacion acerca de las fungemias por levaduras del gé-
nero Malassezia es limitada, sin embargo, la mayoria de in-
fecciones invasivas publicadas han sido asociadas con M. fur-
fury M. pachydermatis®, a diferencia de lo encontrado en este
informe de caso donde se aislé6 M. sympodialis. Existen pocos
reportes de fungemia producida por esta especie, como por
ejemplo el caso de un hombre de 63 afios con CVC después
de gastrectomia total por cancer gastrico?, la colonizacion de
CVC en el 1.8% de pacientes pediatricos hospitalizados en
UCI de Argentina®, un nifio de 7 afios asmatico con corticos-
teroides inhalados hospitalizado por complicacién quirargi-
ca de apendicectomia® y mas recientemente, un hombre de
34 afios con un sistema de acceso venoso Port-a-Cath® que
desarroll6 tos, nédulos pulmonares, fiebre y eosinofilia’, los
dos Ultimos casos tratados exitosamente con anfotericina B.
Todos estos reportes concuerdan en que M. sympodialis es
una levadura subestimada como causa de fungemia en indi-
viduos con factores predisponentes.

En conclusion, esta es la primera vez que se reporta M. sym-
podialis como causa de fungemia en un recién nacido hospi-
talizado con sospecha clinica de sepsis neonatal en Colombia.
Se recomienda realizar hemocultivos con suplementacion li-
pidica en neonatos pretérmino, en tratamiento con antibiéti-
cos de amplio espectro y cuyos hemocultivos de rutina sean
negativos. En los hemocultivos que se obtengan aislamientos
de Malassezia spp., utilizar antifingicos del grupo de los azo-
les para el tratamiento de las fungemias producidas por este

agente en caso de no ser posible la realizacion de pruebas
de susceptibilidad. Los resultados de este informe sefialan
la importancia de llevar a cabo futuros estudios tendientes a
optimizar el medio para hemocultivos que permita la recu-
peracién eficiente de levaduras lipodependientes, y realizar
investigaciones que determinen la prevalencia de sepsis neo-
natal por Malassezia spp. a nivel regional y nacional.
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