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RESUMO

Entre os fungos de interesse médico, as leveduras do género Candida sdo de extrema
importancia, causando desde lesdes leves superficiais a infecgdes invasivas graves. A
candidemia, infec¢ao de corrente sanguinea por Candida spp., representa importantes taxas de
morbidade e mortalidade hospitalar. Considerando a importancia da deteccdo precoce de
candidemia, e a escassez de dados na literatura quanto a prevaléncia dessa fungemia no extremo
sul do Brasil, este estudo objetivou evidenciar o perfil clinico-epidemioldgico dos casos de
candidemia em um hospital tercidrio no sul do Rio Grande do Sul (HU-FURG/EBSERH) nos
ultimos 05 anos, e o perfil de suscetibilidade dos isolados, bem como avaliar o impacto de
distintos meios de hemocultura na precocidade diagndstica. Para avaliagdo do perfil clinico-
epidemioldgico foram coletadas informagdes dos bancos de dados e dos prontuérios de todos
os pacientes com diagnostico de candidemia e foram avaliados a taxa de mortalidade, o agente
etiologico e seu perfil de suscetibilidade, as unidades hospitalares de origem, a taxa de
incidéncia, a prevaléncia anual e total, além dos desfechos, como 6bito ou alta hospitalar. No
periodo de 2019 a 2023, foram diagnosticados 44 pacientes com candidemia no HU-
FURG/EBSERH, correspondendo a uma taxa de incidéncia média de 2,2 casos a cada 1.000
internagdes. Com relacao a unidade de origem, a maior incidéncia foi registrada na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) neonatal, com taxa de 26 casos a cada 1.000 internagdes. As espécies
mais prevalentes foram C. albicans, responsavel por 56,8% dos casos, seguida de C.
parapsilosis em 29,5%. A taxa de resisténcia antifingica (fluconazol, anfotericina B e
micafungina) dos isolados foi de 15,4%. Os fatores predisponentes para candidemia foram uso
de antibidticos de amplo espectro, acesso venoso central, uso de esteroides, uso de nutri¢ao
parenteral total e cirurgia abdominal recente e/ou ventilacdo mecanica. A taxa de mortalidade
com maior indice observado (92%) ocorreu na UTI adulto. Para avaliag¢do da relagdo entre meio
de cultivo e precocidade diagnoéstica foram realizados experimentos incluindo seis espécies de
Candida, utilizando meio especifico BD BACTEC™ Myco/F Lytic (Myco) e inespecifico BD
BACTEC™ Plus Aerobic/F (Aero). O inoculo, ajustado a 5-25 unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL), foi adicionado a 2 mL de sangue total de voluntarios saudaveis
e semeado em frascos de hemocultura especificos para fungos (Myco) e inespecificos (Aero),
os quais foram incubados a 37°C no sistema automatizado BD BACTEC™ FX 40 até detec¢ao
automatizada de crescimento. Os experimentos foram realizados em duplicata. O célculo da

média do tempo de deteccao para cada espécie foi calculado e comparado entre os distintos



meios de cultivo. As espécies C. albicans e Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata), foram
detectadas 17 e 21,8 horas mais precocemente quando utilizados frascos especificos para fungos
(Myco) em comparagdo com frascos para aerobios. O estudo contribuiu para o conhecimento
da prevaléncia e do impacto das candidemias no HU-FURG/EBSERH agregando dados
importantes ao controle de infec¢ao hospitalar e contribuiu para a literatura cientifica nacional,
subsidiando medidas especificas de prevencao, controle, e de melhoria diagndstica local, tendo

como resultado beneficios a comunidade regional e a saude publica.
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ABSTRACT

Among medically relevant fungi, yeasts of the genus Candida are of extreme importance,
causing anything from mild superficial lesions to severe invasive infections. Candidemia, a
bloodstream infection caused by Candida spp., represents significant rates of hospital morbidity
and mortality. Given the importance of early detection of candidemia and the scarcity of data
in the literature regarding the prevalence of this fungemia in southern Brazil, this study aimed
to highlight the clinical-epidemiological profile of candidemia cases in a tertiary hospital in the
south of Rio Grande do Sul (HU-FURG/EBSERH) over the past 5 years, as well as the
susceptibility profile of the isolates, and to evaluate the impact of different blood culture media
on early diagnosis.

To assess the clinical-epidemiological profile, data were collected from databases and medical
records of all patients diagnosed with candidemia, and mortality rate, etiologic agent and its
susceptibility profile, hospital units of origin, incidence rate, total and annual prevalence, in
addition to outcomes, such as death or hospital discharge, were evaluated. From 2019 to 2023,
44 patients with candidemia were diagnosed at HU-FURG/EBSERH, corresponding to an
average incidence rate of 2.2 cases per 1,000 hospitalizations. Regarding the unit of origin, the
highest incidence was recorded in the neonatal ICU (Intensive Care Unit), with a rate of 26
cases per 1,000 hospitalizations. The most prevalent species were C. albicans, responsible for
56.8% of cases, followed by C. parapsilosis in 29.5%. The rate of antifungal resistance
(fluconazole, amphotericin B, and micafungin) among the isolates was 15.4%. The
predisposing factors for candidemia included the use of broad-spectrum antibiotics, central
venous access, use of steroids, total parenteral nutrition, recent abdominal surgery, and/or
mechanical ventilation. The highest mortality rate (92%) was observed in the adult ICU.

To assess the relationship between culture medium and early diagnosis, experiments were
conducted with six Candida species using the specific medium BD BACTEC™ Myco/F Lytic
(Myco) and the non-specific BD BACTEC™ Plus Aerobic/F (Aero). The inoculum, adjusted
to 5-25 colony-forming units per milliliter (CFU/mL), was added to 2 mL of whole blood from
healthy volunteers and inoculated into blood culture bottles specific for fungi (Myco) and non-
specific (Aero), which were incubated at 37°C in the automated BD BACTEC™ FX 40 system
until automated growth detection. The experiments were performed in duplicate. The average
detection time for each species was calculated and compared between the different culture

media. The species C. albicans and Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) were detected



17 and 21.8 hours earlier when using the specific fungal bottles (Myco) compared to the aerobic
bottles.

The study contributed to knowledge about the prevalence and impact of candidemia at HU-
FURG/EBSERH, adding important data to hospital infection control, and contributed to the
national scientific literature, supporting specific measures for prevention, control, and local

diagnostic improvement, resulting in benefits to the regional community and public health.

Keywords: Candida spp., epidemiology, fungemia, blood culture.

SDG contemplated: 3 - Health and Well-being; 4 - Quality Education; 9 - Industry, Innovation

and Infrastructure.
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1 INTRODUCAO

O género Candida ¢ constituido por aproximadamente 200 espécies e ¢ considerado o
principal grupo de fungos patogénicos oportunistas (Tudela; Denning, 2017) Candida spp.
compde a microbiota normal da pele higida e do trato gastrointestinal, no entanto, diversas
espécies sdo potenciais patdgenos pela expressdo de fatores de viruléncia, como producao de
enzimas e toxinas, capacidade de formar biofilme e estruturas filamentosas que auxiliam na
invasao tecidual, entre outras estratégias (Cavalheiro; Teixeira, 2018; Lopes; Lionakis, 2022;
Monfredini et al., 2018).

Em pacientes imunocomprometidos, incluindo pessoas vivendo com HIV/aids
(PVHIV/aids), pacientes transplantados ou em tratamento quimioterapico, prematuros,
pacientes que fazem o uso de dispositivos médicos invasivos ou realizaram cirurgia abdominal
prévia, as leveduras do género Candida podem desencadear uma doenga invasiva com infecgao
de corrente sanguinea denominada candidemia (Colombo et al., 2017; Limper et al., 2017).
Apesar de infecgOes bacterianas constituirem a causa mais comum de doenca infecciosa em
unidades de terapia intensiva (UTIs), as infecgdes fungicas, principalmente candidemias, sao
um desafio significativo no contexto das infecgdes hospitalares (Oz et al., 2020).

Estudos demonstram que leveduras do género Candida geralmente estdo entre os cinco
principais agentes etiologicos de infecgdes de corrente sanguinea (Colombo et al., 2017; Magill
et al., 2018). As candidemias repercutem no aumento do tempo de internagdo hospitalar e em
maiores custos hospitalares. Em adi¢do, sua taxa de mortalidade pode variar de acordo com
grupos de risco, acesso a diagnostico e tratamento precoce, entre outros (Koehler et al., 2019).
De fato, a deteccdo precoce de candidemia ¢ uma importante estratégia capaz de colaborar para
a precoce farmacoterapia, reducao do tempo de internagdo, menor mortalidade e prevengao de
complicagdes graves associadas a essa infecgdo fungica (Schroeder et al., 2020; Zhang et al.,
2020b).

As fungemias sdo consideradas doengas negligenciadas e candidemia ndo ¢ de
notificacao obrigatoria (Queiroz-Telles et al., 2017; Tudela; Denning, 2017). Considerando a
severidade da doenca e o alto indice de mortalidade relacionadas a candidemia, ha necessidade
de estudos que realizem levantamentos clinicos e epidemioldgicos da doenga em hospitais
locais, regionais e de referéncia, bem como estudos buscando otimizar o tempo de deteccdo de
Candida spp. em corrente sanguinea com intuito de agregar conhecimento e contribuir para o

enfrentamento desta problematica no que diz respeito a saude publica e individual do paciente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Candida spp. e candidemia

As leveduras do género Candida sao unicelulares e variam de forma esférica a elipsoidal
com dimensdes de 3 a 15 um. Sdo classificadas taxonomicamente no Reino Fungi, Filo
Ascomycota,  Classe  Saccharomycetes, — Ordem  Saccharomycetales e  Familia
Saccharomycetaceae, e podem ser encontradas em diversos ecossistemas, incluindo solo,
alimentos e agua, além de fazer parte da microbiota de humanos e animais. As leveduras
apresentam parede celular com composi¢ao variavel de glucanas, mananas e quitina, e presenga
de membrana celular com esterois. Esses componentes determinam a forma das leveduras e
conferem protecdo ao estresse osmotico e ambiental. No homem, esses microrganismos
possuem uma consideravel capacidade adaptativa, podendo desenvolver-se na presenca e na
auséncia de oxigénio e a reprodu¢do ocorre, predominantemente, de maneira assexuada (Giolo;
Inez; Svidzinski, 2010).

Espécies de Candida sdo encontradas na pele e no trato gastrointestinal da populagao
saudavel (Eggimann ef al., 2015). Esses microrganismos tornam-se patogénicos caso ocorram
alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras
anatomicas e, quando alcangam a corrente sanguinea, no ambiente hospitalar causam infecgao
sist€émica, denominada candidemia (Colombo et al., 2017).

A infecgdo sanguinea causada pelo género Candida representa preocupacao assistencial
devido a elevada morbidade e mortalidade. Essas infec¢des sao consideradas significativas no
contexto das Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Satide (IRAS), podendo ocorrer durante a
internagao hospitalar ou estar relacionadas a procedimentos realizados em unidades de saude
(Delaloye; Calandra, 2014; Koehler ef al., 2019; De Almeida et al., 2021).

Mais de 17 espécies de Candida ja foram relatadas como agentes de candidemia em
seres humanos; porém cinco [C. albicans, N. glabratus (C. glabrata), C. parapsilosis, C.
tropicalis e P. kudriavzevii (C. krusei)] representam mais de 90% dos casos (Pappas et al.,
2016; Jamiu ef al., 2021). Essas espécies apresentam diferengas no tamanho e formato de suas
células, na composi¢ao da parede celular, na sensibilidade aos antimicrobianos, e na produgao
de fatores de viruléncia (Whibley; Gaffen, 2015).

Candida spp. pode tornar-se patogé€nica por expressar fatores de viruléncia, como a
producao de adesinas e invasinas, proporcionando-lhe a habilidade de aderir a diversos epitélios

e mucosas. Além disso, a formagao de pseudo-hifas (estruturas filamentosas) decorrentes de
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seu pleomorfismo, termotolerancia e producdo de proteases e fosfolipases, bem como, toxinas
(candidalisina), colaboram para a invasao tecidual (Kim, 2016; Konig; Hube; Kasper, 2020).

Recentemente, evidenciaram-se diferencas genotipicas significativas de algumas
espécies de importancia clinica do género, como C. krusei, C. glabrata, C. guilliermondii, C.
lusitaniae e C. rugosa, sendo estas reclassificadas com mudanca de género em Pichia
kudriavzevii, Nakaseomyces glabratus, Meyerozyma guilliermondii, Clavispora lusitaniae e
Diutina rugosa, respectivamente (Kidd; Abdolrasouli; Hagen, 2023). Por se tratar de uma
reclassificacdo, ao longo do texto essas espécies serao mencionadas tanto pela nomenclatura
atual quanto pela anterior.

Na década de 1980, C. albicans era a espécie predominante nas candidemias com taxas
superiores a 80% (Pfaller; Diekema, 2007). Atualmente, a C. albicans tem sido responsavel por
cerca de 50% das infeccdes de corrente sanguineas causadas pelo género Candida. Estudo
indica o aumento progressivo ao longo das décadas de espécies de Candida ndo-albicans como
causa de candidemia (Yang; Song; Li, 2021). De acordo com estudo realizado pelo programa
de vigilancia antimicrobiana o SENTRY incluindo paises da América do norte, Asia-Pacifico,
América Latina e Europa, houve diminui¢do na frequéncia de candidemia por C. albicans de
57% para 46%, e aumento de outras espécies como: N. glabratus (C. glabrata), C. parapsilosis,
C. tropicalis, P. kudriavzevii (C. krusei), e M. guillermondii (C. guillermondii) (Pfaller et al.,
2019; Bourassa-Blanchette et al., 2023).

Doengas fuingicas sistémicas por Candida spp. geralmente t€ém origem enddgena,
principalmente devido a adesdo de leveduras no epitélio intestinal do hospedeiro. Essa via de
infeccdo predomina nas espécies C. albicans, C. tropicalis, N. glabratus (C. glabrata) e,
ocasionalmente, C. krusei. Outra forma de infeccdo fungica disseminada, igualmente
importante, ¢ a transmissao exogena, pelas maos dos profissionais de saude apds o manuseio
de pacientes ou de dispositivos hospitalares, como o cateter venoso. Espécies mais associadas
aessa via incluem C. auris, C. parapsilosis, C. lusitaniae e C. haemulonii, e sdo frequentemente
associados a surtos nosocomiais (Sprague; Kasper; Hube, 2022; Oliva et al., 2023).
Eventualmente, durante o parto, pode ocorrer a transmissao vertical, onde a C. parapsilosis €
comumente identificada como o principal agente causador da infec¢do (Fundag¢do Osvaldo
Cruz, 2020).

C. albicans foi descrita pela primeira vez por Langenbeck em 1839. Alguns anos mais
tarde, em 1890, Kopf denominou a espécie de Monilia albicans e somente em 1923 Berkhout
classificou como C. albicans (Sidrim; Rocha, 2004). Embora espécies de Candida nao-albicans

também possam causar candidemia, C. albicans continua sendo a espécie mais prevalente entre
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as diversas espécies de Candida e possui caracteristicas microbiologicas que lhe conferem
adaptabilidade para colonizar as mucosas. Entre essas caracteristicas, destaca-se o
pleomorfismo, que ¢ a capacidade de alterar, dependendo das condi¢des de temperatura e do
pH, sua morfologia entre a forma de levedura (brotamento) e a forma de hifa (filamentosa). C.
albicans apresenta-se na forma arredondada denominada blastoconidio (4 a 6 um), pseudo-hifas
ou hifas e micélios verdadeiros, além do tubo germinativo, que ¢ o prolongamento da célula-
mae leveduriforme (Tapia et al., 2008; Giolo; Inez; Svidzinski, 2010). Na forma de hifa a C.
albicans exibe propriedade aumentada de aderéncia, invasividade e patogenicidade. O
pleomorfismo citado anteriormente, juntamente com proteinases e lipases secretadas pelas
leveduras, constituem importantes fatores de viruléncia para a espécie (Basmaciyan et al.,
2019). Em superficies abidticas ou sob tecidos, o biofilme ¢ composto por densa rede de
leveduras e células filamentosas envoltas em material exopolimérico, que contribui para
infecgoes persistentes e recorrentes (Cavalheiro; Teixeira, 2018).

No intestino, condig¢des predisponentes desencadeiam a transi¢do de comensal da C.
albicans para patdgeno, permitindo a passagem ou a translocagdo da C. albicans, do limen
intestinal para a corrente sanguinea. Essas condi¢gdes incluem o desequilibrio da microbiota
intestinal devido ao uso prolongado de antibidticos, comprometimento do sistema imunologico
(tratamento com quimioterapicos ou imunossupressores) e danos as fun¢des da barreira epitelial
devido a intervengdes iatrogénicas, como tratamento citostatico, cirurgia ou trauma
(Pasqualotto et al., 2006; Pfaller et al., 2007; Allert et al., 2018).

Duas rotas estdo envolvidas na translocagdo intestinal por C. albicans, a paracelular
(entre células do epitélio intestinal) e a transcelular (através de enterdcitos viaveis ou inviaveis).
O principal mecanismo de translocagcdo da C. albicans ¢ a rota transcelular que permeia as
barreiras intestinais através da invasdo epitelial e pode ser dividida em trés estagios: adesao,
invasdo e dano (Sprague; Kasper; Hube, 2022). Cada uma dessas etapas requer a formacao e
infiltragdo de hifas, e a expressdo de genes associados as hifas. Por exemplo, a expressdo das
proteinas com sequéncia semelhante a aglutinina (Als3) e membros da proteina do choque
térmico (Ssal) (heat shock protein ou HSP), quando associadas, permitem nao s6 a adesao, mas
também a endocitose das leveduras (Oliva et al., 2023). Adicionalmente, a Candida spp. se liga
ao receptor do fator de crescimento epidérmico (Egfr) e ao receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (Her2), esses receptores desempenham papéis importantes na
regulacao do crescimento e alongamento fungico (filamentagao). A etapa subsequente envolve
a penetracdo ativa das estruturas fungicas nas células hospedeiras que ocorre com auxilio de

hidrolases, como as Saps (proteinases asparticas secretadas), fosfolipases e lipases. A expressao
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do gene de C¢lula Epitelial e Endotelial E1 (ECE1), que codifica e secreta a toxina peptidica
candidalisina, junto com a presenca de Saps, contribuem para o dano e a perda da integridade
epitelial. Além disso, essas moléculas sao responsaveis por induzir a quimiotaxia de leucocitos
e promover respostas pro-inflamatérias no local da infec¢do. Finalmente, na corrrente
sanguinea ocorre desenvolvimento da C. albicans e disseminacdo para o6rgdos como figado,
baco e cérebro (Mccarty et al., 2016; Allert et al., 2018; Basmaciyan et al., 2019; Lopes;
Lionakis, 2022; Sprague; Kasper; Hube, 2022).

Outro agente etiologico de relevancia ¢ C. parapsilosis descrito pela primeira vez em
1928 (Weems, 1992). As leveduras da C. parapsilosis apresentam de 2,5 a 4 um de didmetro e
capacidade de formagdo de blastoconideos e pseudo-hifas (Silva, 2011). O complexo C.
parapsilosis ¢ formado por trés espécies, C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis,
com varidvel sensibilidade aos antifingicos e viruléncia (Ziccardi et al., 2015; Chen et al.,
2020). C. parapsilosis produz fosfolipase, importante na patogenicidade da espécie, entretanto,
cepas de C. metapsilosis ou C. orthopsilosis ndo sdo capazes de produzir essa enzima (Neji et
al.,2017). Em adigdo, a lipase produzida pela C. parapsilosis demonstra capacidade de modular
aresposta imune celular e humoral, contribuindo para maior dano ao tecido do hospedeiro (To6th
et al., 2019). A estrutura do biofilme de C. parapsilosis compreende morfologias de leveduras
e pseudohifas, produzindo multicamadas de agregados celulares, com matriz extracelular
(MEC) composta principalmente por carboidratos e baixos niveis de proteinas (Cavalheiro;
Teixeira, 2018). A formagdo de biofilme ocorre em dispositivos médicos, como cateteres
venosos centrais e periféricos, cateteres de hemodidlise e de dialise peritoneal, além de
dispositivos prostéticos intracardiacos, contribuindo para a morbidade e mortalidade associadas
a espécie (Ramage; Martinez; Lopez-Ribot, 2006).

C. tropicalis tem sido correlacionada com infecgdes tanto superficiais quanto sistémicas
em diversas regidoes do mundo. Leveduras C. tropicalis apresentam células gemulantes
elipsoidais e podem formar hifas verdadeiras (Ann Chai; Denning; Warn, 2010). C. tropicalis
apresenta semelhancas moleculares com outras espécies do género, como C. albicans, incluindo
a presenga de adesinas e glicoproteinas que facilitam a invasao tecidual. Além disso, a acao de
enzimas como fosfolipase, hemolisina, coagulase e estearase, bem como as proteinases
asparticas localizadas na superficie das paredes fungicas, contribuem para a maior infectividade
ao hospedeiro (Borg; Ruchel, 1990; Sasani et al. 2021). C. tropicalis pertence a microbiota
humana normal da pele, trato gastrointestinal, geniturinario e respiratorio. Esta espécie se
destaca pela formagdao de biofilmes mais complexos, densos e espessos, com maiores

quantidades de proteinas e carboidratos, em comparagdo com os biofilmes formados por C.
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albicans (Kumari et al., 2018; Lima et al., 2022). Os biofilmes de C. tropicalis possuem uma
estrutura composta principalmente por leveduras, embora algumas linhagens tenham exibido
formas filamentosas com grande quantidade de MEC. Adicionalmente, os biofilmes de C.
tropicalis sdo mais resistentes ao desprendimento da superficie do que os biofilmes formados
por C. albicans (Cavalheiro; Teixeira, 2018). Devido a essa caracteristica, a espécie ¢
comumente relacionada a infecgdes em proteses articulares, problemas endodonticos e colite
ulcerosa (Lohse et al., 2018; Atiencia-Carrera et al., 2022). Na América Latina a C. tropicalis
tem sido documentada como um agente comum de candidemia ndo apenas em pacientes com
cancer, mas também em pacientes adultos e criangas em estado critico (Nucci; Colombo, 2007;
Agnelli et al., 2022).

N. glabratus (C. glabrata) foi classificada inicialmente como Cryptococcus glabratus,
em 1917, posteriormente como Torulopsis glabrata (1938) (Yarrow; Meyer, 1978), como C.
glabrata, em 1978 (Mcginnis et al., 1984) e, recentemente, reclassificada como Nakaseomyces
glabratus (Kidd; Abdolrasouli; Hagen, 2023). N. glabratus (C. glabrata) caracteriza-se
morfologicamente por células leveduriformes medindo de 1 a 4 pum, menores quando
comparadas as da C. albicans. Em agar Sabouraud dextrose, N. glabratus (C. glabrata)
apresenta coldnias de cor branca a creme, de textura cremosa, brilhante e lisa (Larone, 2002).
Destaca-se que a espécie ndo forma hifas ou pseudo-hifas a 37 °C e s6 assimila os acucares
glicose e trealose, ao contrario da maioria das outras espécies de Candida, que assimilam mais
acucares (Fidel; Vazquez; Sobel, 1999; Tapia et al., 2008). N. glabratus (C. glabrata) ¢ uma
espécie comumente isolada como um comensal de varios sitios anatdmicos, como a cavidade
oral, trato geniturindrio, trato gastrointestinal e até respiratorio (Asadzadeh et al., 2023). N.
glabratus (C. glabrata) apresenta um genoma haploide, diferente do genoma da C. albicans e
de outras espécies de Candida nao-albicans que sao diploide, caracteristica que colaborou para
o aumento da resisténcia da N. glabratus (C. glabrata) aos azois (Fidel; Vazquez; Sobel, 1999).
Além disso, a ascensdo da N. glabratus (C. glabrata) como patégeno tem sido associado ao
tratamento ou uso profilatico de antifingicos de amplo espectro (azois), aos quais N. glabratus
(C. glabrata) ¢ intrinsecamente menos suscetivel (Lamonth et al., 2018; Cavalheiro; Teixeira,
2018; Preece et al., 2022). O biofilme de N. glabratus (C. glabrata) apresenta reduzida
atividade metabolica e altos niveis de carboidratos e proteinas, quando comparado com outras
cepas de Candida. Adicionalmente, a alta celularidade no biofilme, aumento da expressdo do
principal gene da adesina epitelial, a proteina de adesao semelhante a enanchina 6 (EPA6) e a
secrecao de fosfolipase pela espécie desempenham importante papel na colonizagao, penetragao

e dano celular (Riera, 2012; Romo; Kumamoto, 2020). N. glabratus (C. glabrata) pode regular



19

a expressdo do gene da catalase, uma enzima que neutraliza o peroxido de hidrogénio,
protegendo contra o estresse oxidativo reativo (ROS) do hospedeiro. Além disso, assim como
a C. tropicalis, a N. glabratus (C. glabrata) produz hemolisinas, que rompem células
sanguineas, liberando nutrientes criticos como o ferro. Esses fatores permitem que o fungo
resista ao sistema imunologico e a fagocitose, facilitando sua sobrevivéncia e persisténcia
durante a infec¢ao (Tam, 2015).

A espécie P. kudriavzevii (C. krusei) foi inicialmente denominada como Saccharomyces
krusei. Mais tarde Berkhout, em 1923, intitulou a espécie de C. krusei. Posteriormente, a espécie
foi chamada de Issatchenckia orientalis e Candida glycerinogenes (Kudryavtev et al., 1960).
Na sequéncia, Kreger-van Rij atribuiu a nomenclatura P. kudriavzevii, pertencente ao clado
Pichia (Jamiu et al., 2021). Em 1980, Kurtzman e colegas propuseram que C. krusei ¢ a forma
assexuada (anamorfa) de uma espécie cuja forma sexuada (teleomorfa) denominada P.
kudriavzevii. Foi realizada andlise gendmica da C. krusei e P. kudriavzevii e foi constado que
ndo ha diferenca genética entre as duas leveduras (Douglass et al., 2018).

P. kudriavzevii (C. krusei) ¢ um fungo saprofitico, amplamente distribuido na natureza.
Em humanos, esta presente principalmente na microbiota da mucosa oral de individuos
saudaveis. P. kudriavzevii (C. krusei) apresenta formas leveduriformes alongadas, com formato
semelhante ao grao de arroz, medindo 2,2 a 5,6 pum por 4,3 a 15,6 um, e pseudo-hifas. No
cultivo em agar de dextrose de Sabouraud, as coldnias dessa espécie vao da cor branca a creme,
e tém morfologia lisa e enrugada (Yadav et al., 2012). A temperatura ideal para crescimento
das células de P. kudriavzevii (C. krusei)) ¢ de 24 a 26°C; mas, pode suportar de 43 a 45°C e
pH=2 (Samaranayake; Samaranayake, 1994). P. kudriavzevii (C. krusei) tem a capacidade de
formagao de biofilme constituido por polissacarideos, glicoproteinas e fina camada de pseudo-
hifas (Pannanusorn; Fernandez; Romling, 2013). Os biofilmes da P. kudriavzevii (C. krusei)
aderem as superficies abidticas como cateteres, dentaduras e proteses, e também estao presentes
em superficies bidticas como a lingua, trato urindrio e respiratorio (Costerton., 2001;
Samaranayake et al., 2002). A P. kudriavzevii (C. krusei) € intrinsecamente resistente ao
fluconazol (Morio et al., 2017).

C. guilliermondii ¢ um complexo composto por diversas espécies, das quais 3 foram
relatados como patdgenos humanos (C. guilliermondii sensu stricto [Meyerozyma
guilliermondii como a forma teleomorfa], C. fermentati [M. caribbica como forma teleomorfa]
e C. carpofila) (Kidd; Abdolrasouli; Hagen, 2023). De acordo com estudo realizado por
Francisco et al., (2023), das espécies do complexo a espécie M. guilliermondii (C.

guilliermondii) tem maior relevancia clinica e ¢ a espécie mais prevalente (89,2%). Por
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conseguinte, nesta tese, serd utilizada a nomenclatura M. guilliermondii (C. guilliermondii) para
referenciar o agente descrito. Essa espécie ¢ amplamente distribuida no meio ambiente e
frequentemente isolado de solo, plantas, insetos, agua do mar e atmosfera. A levedura também
esta presente na microbiota da pele e das superficies de mucosas, e infeccdes associadas a essa
espécie sao incomuns. No entanto, ha um niimero crescente de relatos de infec¢des na corrente
sanguinea causadas por esse complexo (Jung et al., 2015; Pfaller et al., 2015; Marcos-
Zambrano et al., 2017; Francisco et al., 2023). O complexo C. guilliermondii foi proposto como
um patdogeno emergente em pacientes de alto risco e estudos indicam diminuicdo da
suscetibilidade aos agentes antifungicos, com percentuais de resisténcia de até 10% (Pfaller et
al., 2012). Esse patogeno apresenta capacidade de formacgdo de biofilme menor que o da C.
albicans e ¢ formado principalmente por uma camada de blastosporos sem hifas ou pseudohifas
(Hirayama et al., 2018; Marcos-Zambrano et al., 2017).

Nas ultimas décadas a C. auris, tem preocupado a comunidade clinica e cientifica devido
a sua multirresisténcia aos antifungicos. C. auris recebeu essa denominagao por ter sido isolada
pela primeira vez do canal auditivo externo de um paciente em um hospital japonés (Satoh et
al., 2009). Esta espécie, com 5 clados geograficos distintos ja identificados, esta distribuida
globalmente. A infec¢do em humanos ja foi relatada em varios paises, incluindo o Brasil, onde
o primeiro caso foi identificado em dezembro de 2020. Dados epidemiologicos indicam que os
pacientes colonizados por C. auris ndo tinham historico de viagem para fora do Brasil, e todos
foram anteriormente internados na mesma unidade de terapia intensiva com Sindrome
Respiratéria Aguda Grave do Coronavirus — 2 (SARS-CoV-2) (De Almeida et al., 2021). A
espécie pode persistir colonizando pacientes por varios meses em UTIs, e tem potencial de
desencadear surtos associados a facil disseminagao, dificil controle e tratamento. C. auris
geralmente ¢ resistente ao fluconazol. Além disso, relatérios também documentaram
Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs) elevadas para antifingicos como para anfotericina
B (anfo B), voriconazol e caspofungina (Khillan et al. 2014; Sarma; Upadhyay, 2017;
Chowdary; Voss; Meis, 2016; Lockhart et al., 2017).

2.2 Epidemiologia

O percentual de candidemia em unidades hospitalares varia de acordo com tipo de
hospital, regido geografica, perfil dos pacientes atendidos e praticas de prevencao e controle de
infec¢des, sendo importante o conhecimento da epidemiologia local (Colombo et al., 2006;

Falagas; Roussos; Vardakas, 2010). Nos Estados Unidos, Candida spp. ¢ o terceiro ou quarto
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microrganismo isolado em hemoculturas, representando cerca de 8-10% dos casos de
septicemia (Magill et al., 2014). A situacdo contrasta significativamente na Europa, onde
Candida spp. geralmente ¢ classificada entre a 6* e a 10* posicdo como agente causador de
septicemias (ECDC, 2013; Adam et al., 2021). Em unidades de internagao hospitalar, conforme
estudo chinés realizado no periodo de 2009-2019, o nimero de episddios de candidemia foi
significativamente mais alto nas UTIs correspondendo a 43,2%, seguida das unidades cirtrgicas
representando 29,0% dos casos, unidades médicas 23,0% e em unidades pediatricas 4,9%
(Yang; Song; Li, 2021). Resultado semelhante foi observado em estudo europeu, no qual a
frequéncia de candidemia em unidades de terapia intensiva foi de 38% (Battistolo et al., 2021).

A incidéncia global de candidemia varia de 0,33 a 6,51 a cada 1000 internac¢des (Nucci
et al., 2013; Chakrabarti et al., 2015; Colombo et al., 2017). Nos Estados Unidos a incidéncia
em varios centros hospitalares foi de 7 episddios a cada 100.000 internacdes. Enquanto em
hospital na China de 2010-2019, a taxa de 0,261 episddios a cada 1.000 internagdes
contrastando com a descrita na Europa de até sete episodios por 1.000 internagdes em UTIs e a
taxa média de incidéncia foi de 3,88 por 1.000 internagdes. As taxas de candidemia em UTIs
neonatais também variam significativamente entre estudos. Estudo mexicano revelou 2,27
casos por 1.000 nascidos vivos, enquanto estudo espanhol encontrou incidéncia de 0,33 casos
por 1.000 nascidos vivos. Na América Latina, a taxa média de incidéncia foi de 1,18 a cada
1.000 internagdes hospitalares, enquanto no Brasil a média da incidéncia foi de 2,49 episodios
a cada 1.000 internagdes. Em hospitais do sul do Brasil a taxa média de incidéncia descrita ¢ de
1,2 por 1.000 internagdes (Rodriguez et al., 2006; Colombo et al., 2006; Nucci et al., 2013;
Corzo-Leon et al., 2015; Tsay et al., 2017; Bassetti et al., 2019; Koehler et al., 2019; Yang;
Song; Li, 2021; De Oliveira et al., 2021; Lona-reyes et al., 2022).

A epidemiologia das espécies de Candida tem oscilado entre centros de satide, paises e
periodos de tempo. Estudo realizado nos Estados Unidos em 2017, que analisou 1.226 episodios
de candidemia, identificando C. albicans como a espécie mais frequente (38%), seguida por N.
glabratus (C. glabrata) (30%), C. parapsilosis (14%) e C. tropicalis (7%) (Tsay et al., 2017).
Em hospital da Franca avaliando 2403 isolados no periodo de 2007 a 2013, o percentual de C.
tropicalis manteve-se em torno de 7,5% e de P. kudriavzevii (C. krusei) de 5,2%, ambos estaveis
ao longo do estudo (Bailly et al., 2016). C. tropicalis associada a candidemia na regido Asia-
Pacifico (APAC) representa cerca de 14% dos casos, ocupando o terceiro ou quarto lugar entre
os patogenos causadores, ja na América Latina destaca-se como a segunda espécie mais comum
de Candida (Pfaller et al., 2019). Recentemente, foi realizado estudo observacional

multicéntrico europeu pela Confederacdo Europeia de Micologia Clinica (ECMM), conduzido
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de 2017 a 2022, em 41 centros de 17 paises da Europa, demonstrando taxas maiores de C.
albicans (47,1%), seguido por N. glabratus (C. glabrata) (22,3%), C. parapsilosis (15,0%), C.
tropicalis (6,3%) e P. kudriavzevii (C. krusei) (2,3%) (Arendrup et al., 2023).

Estudo realizado pelo SENTRY, rede de vigilancia global de candidemia, avaliou
20.788 isolados de espécies de Candida invasiva em 135 centros médicos em 39 paises (Estados
Unidos, Canada, América Latina, Asia Pacifico e Europa) no periodo de 1997 a 2016. Entre os
isolados de 1997 a 2016, 46,9% eram C. albicans, 18,7% eram N. glabratus (C. glabrata),
15,9% eram C. parapsilosis, 9,3% eram C. tropicalis, 2,8% eram P. kudriavzevii (C. krusei) e
6,5% eram Candida spp. A ordem de classificagdo das 5 espécies mais comuns variou
ligeiramente ao longo dos anos. Embora C. albicans fosse a espécie predominante em cada ano,
a frequéncia de C. albicans diminuiu de 57,4% de 1997 a 2001 para 46,4% em 2015-2016 N.
glabratus (C. glabrata) foi a espécie nao-albicans mais frequente € mostrou um aumento de
16,0% em 1997-2001 para 19,6% em 2015-2016. C. parapsilosis ficou em terceiro lugar na
ordem de classificagdo e aumentou em frequéncia de 12,3% no periodo de 1997-2001 para
17,8% em 2009-2011. No entanto, a frequéncia desta espécie como causa da candidemia
diminuiu a 14,4% no periodo de 2015-2016. No mesmo estudo C. albicans foi a espécie mais
comum na Europa (52,5%) e menos comum nos paises Estados Unidos e Canada (42,7%).
Enquanto a prevaléncia da N. glabratus (C. glabrata) nesses paises foi 24,3% e menos comum
na América Latina (7,1%). J& as espécies C. parapsilosis e C. tropicalis apresentaram
prevaléncias maiores na América Latina (24,3% e 17,0%) respectivamente (Pfaller ef al., 2010;
Fagan et al., 2013; Cleveland et al., 2015; Tan et al., 2015; Pfaller et al., 2019). Pesquisa
realizada por Riera et al. (2022), em diversos paises da América Latina, indicou que entre 2017-
2022 a C. albicans continua a ser a espécie mais prevalente (38%). Destaca-se que nesse estudo
as espécies de Candida nao-albicans com maior frequéncia foram C. parapsilosis (27,5%),
seguida por C. tropicalis (16,5%), N. glabratus (C. glabrata) (6%) e P. kudriavzevii (C. krusei)
(4%).

Estudo conduzido em nove centros de saude do Brasil, no periodo de 2003 a 2004,
registrou a Candida spp. como o quarto patégeno causador de septicemias e 46,5% dos casos
ocorrendo em UTIs, 23% na clinica médica, 15% na clinica cirurgica, 11% na clinica pediatria
e 6% nas demais unidades de satde. Em relagdo a distribui¢ao das espécies a C. albicans foi a
espécie mais comum (41%), seguida por C. tropicalis (21%), C. parapsilosis (21%) e N.
glabratus (C. glabrata) (5%) dos casos (Colombo et al., 2006).

Ja outro estudo multicéntrico conduzido no Brasil, durante 2017 ¢ 2018, no estado de

Sao Paulo, o perfil das espécies mudou em 144 isolados molecularmente identificados, dentre
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elas; C. parapsilosis 32,6%, C. albicans 27,7%, C. tropicalis 14,6%, N. glabratus (C. glabrata)
9,7%, P. kudriavzevii (C. krusei) 2,8% e M. guilliermondii (C. guilliermondii) 1,4%. Com
destaque para espécie C. albicans ocupando o segundo lugar das espécies causadoras de
candidemia (Rodrigues et al., 2021). Ja no Nordeste do Brasil, resultados distintos foram
observados em estudo realizado de 2011 a 2016. A frequéncia das espécies causadoras de
candidemia foram C. albicans 35,3%, enquanto as Candida-nao albicans representaram 62,8%
das infecgdes, destacando-se C. parapsilosis e C. tropicalis (Medeiros et al., 2019).

Em estudo desenvolvido no sul do Brasil de margo de 2014 a setembro de 2017 foi
verificado que a incidéncia foi de 4,1 casos a cada 1.000 internagdes, com taxa de mortalidade
de 14%. Houve predominio de espécies nao-albicans (71,2%) representadas principalmente por
C. parapsilosis, C. tropicalis e em menor percentual por N. glabratus (C. glabrata), P.
kudriavzevii (C. krusei) e M. guilliermondii (C. guilliermondii). Nesse estudo, destaca-se que a
C. albicans teve menor frequéncia (28,8%) quando comparada aos estudos desenvolvidos em
demais regides (Rodrigues et al., 2019).

A frequéncia de M. guilliermondii (C. guilliermondii) foi avaliada em 243 episddios de
candidemia (1985 — 2005) em pacientes com cancer, sendo esse agente responsavel por <1%
do namero total de isolados, com taxas mais altas na Europa (1,4%) e Asia (1,8%). Em estudo
realizado na China de 2005 a 2013, a M. guilliermondii (C. guilliermondii) foi descrita como
responsavel por 1,9% dos casos de candidemia, 75% deles foram em pessoas com idade
superior a 18 anos. Enquanto que a taxa de incidéncia de candidemia devido a M. guilliermondii
(C. guilliermondii) na América do Norte foi de 0,6%, e 3,7% na América Latina (Girmenia et
al., 2006; Marcos-Zambrano et al., 2017; Tseng et al., 2018; Butta et al., 2019). Em estudo
realizado no Ird (2010 — 2018), a ocorréncia de M. guilliermondii (C. guilliermondii) foi
associada a pacientes em quimioterapia, seguida de uso de cateter venoso central e pacientes de
UTI (Ahangarkani et al., 2019). A apresentagao clinica da M. guilliermondii (C.
guilliermondii), ¢ mais branda do que em pacientes infectados por C. albicans e a mortalidade
em 30 dias ¢ menor (13,6% versus 33,9%, respectivamente) (Marcos-Zambrano et al 2017).

A C. auris, de acordo com estudo realizado em 2022 pelo Centro de Controle e
Prevengao de doengas (CDC, 2023), esta estabelecida em 43 paises nos cinco continentes, com
2.377 casos clinicos e 5.754 casos de triagem. Dados de estudo sistematico e de meta-analise
global, abrangendo paises da América do Sul e do Norte, Europa, Asia e Africa, no periodo de
2009-2019, notificaram mais de 4.000 casos de C. auris em pelo menos 33 paises. Este estudo
revela elevada resisténcia da espécie ao fluconazol, resisténcia moderada a anfo B e

caspofungina, alta sensibilidade a micafungina e a anidulafungina. Enquanto que, as taxas de
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mortalidade sdo altas oscilando de 30% a 60% (Morales-Lopez et al., 2017; Du et al., 2020;
Chen et al., 2020; Sikora; Hashmi; Zahra, 2023).

A candidemia ¢ uma condi¢ao grave que pode resultar na disseminagdo para varios
orgaos do corpo, como o figado, bago, o0ssos, articulagdes, olhos ou cérebro, especialmente em
pacientes imunocomprometidos (Antinori et al., 2016). A gravidade da situacao ¢ ainda mais
evidente quando consideramos as taxas de mortalidade associadas. Estudos mostram que a taxa
de mortalidade em pacientes com candidemia pode chegar a até 47% (Kullberg; Arendrup,
2015; Mcccarty et al., 2016; Strollo et al., 2016), e que o tempo de internagao pode colaborar
para o aumento da mortalidade. Conforme estudo desenvolvido por Yang et al., (2021) as taxas
de mortalidade por candidemia, em 30 e 90 dias de internagdo, foram de 24,5% e 32,7%,
respectivamente.

Infecg¢des invasivas por N. glabratus (C. glabrata) estao associadas a altas taxas
morbidade e de mortalidade (45,8%) superando infec¢des por outras Candida spp. (Tapia,
2008; Charlet et al., 2018; Lamoth et al., 2018; Paffler et al., 2019; Yang; Song; Li, 2021).
Infecgdes por P. kudriavzevii (C. krusei) sdo raras, mas caracterizadas por resposta insuficiente
a terapia antifungica padrao pois € intrinsicamente resistente ao fluconazol (antifingico) e tem
alta taxa de mortalidade (40-58%) (Pfaller et al., 2019). Candidemia por P. kudriavzevii (C.
krusei) € ocasional entre os pacientes com doengas hematoldgicas malignas e entre receptores
de transplantes de medula 6ssea (Kullberg; Arendrup, 2015; Lortholary et al., 2017; Kidd;
Abdolrasouli; Hagen, 2023).

A taxa de mortalidade de pacientes com candidemia foi recentemente avaliada em paises
do hemisfério norte (Europa, Estados Unidos, Asia) e registrada em 30 dias como 30,2%
(Bassetti et al., 2019; Ricotta et al., 2021; Yang; Song; Li, 2021). Contrastando com estudo
epidemiologico realizado no Brasil, nos periodos de 1996-2019, nos quais a taxa média de
mortalidade em 30 dias foi 61,5%. Ao longo do todo periodo de estudo essas taxas variaram de
52-72,2% (Colombo et al., 2014; Dot et al., 2016; Braga et al., 2018; Medeiros et al., 2019;
Dalla Lana et al., 2020). Enquanto que a taxa global de mortalidade de Candida ndo-albicans
foi de 37,9%. Todavia, a taxa de mortalidade por Candida ndo-albicans verificada em hospitais
do sul do Brasil foi de 61,2%, muito superior aos indices globais (Zhang ef al., 2019; Raja et
al., 2021; De Oliveira et al., 2021; Papadimitriou-Olivgeris et al., 2022). Em estudo
desenvolvido no nordeste do Brasil por Medeiros et al. (2019), foram observadas altas taxas de
mortalidade em casos de candidemia por C. albicans (61,1%) e N. glabratus (C. glabrata)
(100%), especialmente quando comparado a C. parapsilosis (27,3%). Além disso, estudos

também revelam que a taxa de mortalidade por candidemia da C. tropicalis ¢ de 37,9%, das
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quais 70,0% estdo associadas a presenca do biofilme (Lohse et al., 2018; Atiencia-Carrera et
al., 2022).

Em estudo de metandlise realizado em 2019, constatou-se que, em pacientes
hospitalizados, o tempo de internacdo desde a admissdao na UTI até o diagnostico de
candidemia, foi de 18,5 dias na Europa, 17,4 dias na Asia e 45,8 dias na América do Sul. O
tempo médio de hospitalizagdo total, incluindo internagcdo na UTI, foi de aproximadamente 1
més. O periodo médio de internagdo na UTI antes do inicio da candidemia e o tempo de
hospitalizagao antes da admissdo na UTI foram de cerca de 10 dias. Enquanto a taxa de

mortalidade geral foi em torno de 49% (Zhang et al., 2020b).

2.3 Fatores predisponentes e grupos de risco para a candidemia

Diversos fatores de risco e grupos de risco associados a candidemia foram identificados,
incluindo uso de sonda vesical, ventilagdo mecanica, presenga de cateter venoso central (CVC),
cirurgia abdominal recente, internacdo em UTIs, uso de antibidticos de amplo espectro,
administracao de corticoides, neoplasias, hemodialise, doenga hepatica, transfusao de sangue
anterior, peso extremamente baixo ao nascer (Kofteridis et al., 2017; Zhang et al., 2020a; Poissy
et al., 2020; Battistolo et al., 2021).

Entre os pacientes suscetiveis a candidemia incluem-se os recém-nascidos (RN)
prematuros ou de baixo peso, individuos imunocomprometidos (como PVHIV/AIDS), com
faléncia renal e com neoplasias ou malignidades hematoldgicas. Pertencem a esses grupos de
fatores predisponentes também, pacientes submetidos a procedimentos abdominais invasivos;
ou ainda, pacientes que utilizam dispositivos médicos como cateteres, nutricdo parenteral
(NTP), fazem uso prolongado de antibiotico de amplo espectro (Poissy et al., 2020; Zhang et
al., 2020a).

A realizagdo de cirurgia abdominal anterior ao inicio da candidemia ¢ um importante
fator de risco para o desenvolvimento da doenga (Hoengl ef al., 2023). Um estudo conduzido
de 2012 a 2018 revelou que uma variedade de procedimentos cirirgicos contribuiu para esse
risco, sendo predominantemente cirurgias gerais (84,9%), seguidas por cirurgias uroldgicas
(6,5%), cirurgias ginecoldgicas e obstétricas (3,5%) e cirurgias toracicas (1,2%). Esses achados
evidenciaram também que a propor¢do de pacientes submetidos a intervengdes cirurgicas nos
casos de candidemia foi significativa, alcancando 72,9% (Zhang et al., 2020a).

Estudos tém destacado uma maior suscetibilidade dos pacientes com diabetes mellitus

as infecgdes por Candida sp. Em pacientes diabéticos, a colonizagdo por C. albicans no
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intestino pode aumentar em até 40% em comparagdo aos individuos saudéaveis, conforme
evidenciado por Soyucen et al. (2014). Esse aumento na colonizagdo fungica ¢ especialmente
observado em pacientes com controle glicémico deficiente ou niveis elevados de glicose
sanguinea. Tais condigdes comprometem as fungdes do sistema imunoldgico, como a migragao
deficiente de neutrofilos, criando um ambiente propicio para crescimento fungico e o
desenvolvimento de formas invasivas graves da doenca (Rodrigues et al., 2019).

Alguns resultados sugerem possivel variacdo nos efeitos da remo¢ao do CVC na taxa
de mortalidade entre diferentes populagdes de pacientes com candidemia. Um estudo conduzido
por Puig-Asensio ef al. (2014) em 29 hospitais espanhois, avaliou 752 episddios de candidemia
e constatou que a remocao do CVC, dentro de 48 horas apos o diagnostico, foi associada a
menor chance de mortalidade precoce (0 a 7 dias apds diagnostico). Em contraste, a remogao
tardia do dispositivo (entre 8 e 30 dias apos o diagndstico) ndo demonstrou efeito protetor na
sobrevida dos pacientes. Adicionalmente, um estudo retrospectivo realizado no Brasil,
envolvendo 285 pacientes com candidemia, demonstrou que a remocao precoce do CVC (até
48h depois do diagnostico) foi associada a taxa de mortalidade de 56,2%, enquanto a remog¢ao
tardia (apds 48 horas) mostrou taxa de mortalidade menor de 38,7% (Nucci ef al., 2018).

Pesquisa sugere que o emprego prévio de antibidticos de amplo espectro esta associado
ao aumento do risco de desenvolvimento de candidemia. O uso de aminoglicosideos em
pacientes em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), a administracdo de carbapenémicos tanto
em pacientes criticos nas UTIs quanto em outras unidades hospitalares, e o uso de
glicopeptideos e nitroimidazoéis em pacientes hospitalizados fora das UTIs colaboram para o
desenvolvimento da doenca flungica (Poissy et al., 2020). Adicionalmente, um estudo
multicéntrico realizado na Itdlia destacou que o uso de antibidticos por pelo menos 48 horas
nos 30 dias anteriores ao diagnodstico, assim como a terapia com imunossupressores esteroidais
(como a prednisolona) e nao esteroidais por mais de 10 dias, foram fatores de risco
significativos para candidemia em pacientes ndo neutropénicos (Falcone et al., 2017).

Em pacientes oncologicos a candidemia ¢ uma complicagdo frequentemente observada,
exacerbando a morbidade e a mortalidade de doengas malignas. Pacientes com neutropenia
(neutrofilos <500 células/mm®) devido a imunossupressdo decorrente de neoplasias
hematologicas, tumores solidos, quimioterapia ou transplante de células-tronco
hematopoéticas, estdo sujeitos a um risco aumentado de infec¢des por Candida (Lortholary et
al., 2017). Um estudo multicéntrico conduzido nos Estados Unidos revelou uma prevaléncia
mais alta de infec¢des por Candida spp. em pacientes submetidos a transplantes de figado

(39,9%), seguidos por receptores de transplante renal (25,7%), de pancreas (15,2%) e de pulmao
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(8,8%). Também foi verificado que a taxa de mortalidade aos 90 dias foi de 26,5% e as espécies
mais prevalentes foram C. tropicalis (44%) e C. parapsilosis (35,2%) (Andes et al., 2016). Em
pesquisa realizada em hospital de Passo Fundo, no Rio Grande do Sul, igualmente foi observada
a ocorréncia de candidiase em pacientes transplantados de figado (Santos et al., 2018).

Em pacientes neonatais, com candidiase, a taxa de mortalidade variou
significativamente entre 15% e 60%, sendo mais elevada em bebés com peso extremamente
baixo ao nascer (menores ou iguais a 1.000 gramas) (Hammoud et al., 2013). Na China, um
estudo realizado entre 2010 e 2019 com neonatos identificou que os fatores mais comumente
associados a candidemia foram idade materna avangada, parto prematuro e baixo peso ao nascer
(Yang; Song; Li, 2021). Um estudo retrospectivo conduzido na unidade neonatal em um
Hospital da Crianca na América Central, entre 2014 e 2016, revelou uma taxa de mortalidade
geral de 62% devido a candidemia em neonatos. Dentre as espécies identificadas no estudo, C.
parapsilosis foi a espécie predominante, associada a uma letalidade de 68%. No mesmo estudo,
a analise multivariada dos dados identificou fatores de risco associados a candidemia, incluindo
internagdes superiores a sete dias, uso de cateteres umbilicais, cirurgia prévia e tratamento com
o antibidtico meropenem (Ingram et al., 2019). Adicionalmente, estudos mostraram que a taxa
de sepse por candidemia em neonatos nascidos com 25 semanas de gestacdo foi de 46%, 28%
em RNs entre 25 e 28 semanas e aproximadamente 10% em RNs nascidos com 29 a 32 semanas.
Os RNs prematuros apresentaram algumas complicagdes sendo as mais prevalentes a displasia
broncopulmonar e enterocolite necrosante, que estao relacionadas a ocorréncia de sepse, muitas
vezes necessitando ventilacdo mecanica (Cantey; Milstone, 2015).

Pesquisa realizada na Italia revela que as taxas de prevaléncia da candidemia variam de
acordo comas faixas etarias. Os resultados encontrados foram: 52,7% idosos com idade superior
a 64 anos, 5,4% foram neonatos, 31,8% adultos 1,7% lactentes ¢ 6,5% criangas. Além disso, a
taxa de mortalidade foi maior em pacientes com idade superior a 65 anos (45%) (Barchiesi et
al., 2017; Tiraboschi et al., 2017). Resultados semelhantes foram apresentados por estudo
conduzido em hospitais chineses por Yang et al. (2021) no qual foram investigados 183 casos
de candidemia sendo que a maioria dos pacientes tinha mais de 65 anos (54,1%), enquanto
12,0% dos pacientes tinham menos de 1 ano de idade. Dos casos analisados, 67,8% eram do
sexo masculino e 32,2% do feminino. No Brasil, resultados similares foram encontrados em
estudo conduzido por Colombo et al. (2006) no qual o sexo masculino representou 56% dos
pacientes, a mediana da idade foi de 41 anos (variacao de 0 a 96 anos), 32% eram criancas, 21%

tinham menos de 1 ano de idade e a idade média registrada foi 57 anos.
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Individuos PVHIV/aids com idade avangada, do sexo masculino, fumantes, que
consomem alcool, utilizam antibidticos por mais de uma semana, apresentam baixa contagem
de células TCD4 (CD4<200/mm3), que apresentam aids em estagio avancado ou nao recebem
terapia anti-retroviral (TARV) tém risco aumentado associado a candidemia (Limper et al.,
2017; Suryana; Suharsono; Antara, 2020).

Fatores de risco adicionais para candidemia incluem o uso de bloqueadores de
receptores de H2, que alteram o pH gastrico e a microbiota do individuo, facilitando a
reproducao de Candida spp. Além disso, o uso da nutri¢ao parenteral (NTP), em especial de
infusdes lipidicas, propicia um ambiente lipofilico, ideal para a proliferacdo de espécies de
Candida (Arsenault; Bliss, 2015).

Estudo multicéntrico conduzido por Poissy et al. (2022) realizado em alguns hospitais
na Europa, analisou os fatores de risco para o 0bito em pacientes com candidemia nas unidades
intensivas e ndo intensivas. Nas unidades intensivas investigadas, os fatores de risco de morte
incluiram choque séptico, lesdo renal aguda e o numero de antibidticos administrados antes da
candidemia. Por outro lado, nas unidades ndo intensivas, os fatores de risco identificados foram
lesao renal aguda e choque séptico.

No Brasil, estudo realizado por Rodrigues et al. (2019) caracteristicas clinicas como
sexo masculino, permanéncia na terapia intensiva unidade e trombocitopenia; comorbidades
como doengas cardiologicas e insuficiéncia renal; e fatores de riscos como ventilagdo mecanica

e dialise foram associadas ao aumento da mortalidade.

2.4 Diagnostico de candidemia

A hemocultura automatizada ¢ o padrdo ouro para o diagndstico de candidemia. O
processo de hemocultura compreende a incubagdo do frasco em sistemas comerciais
automatizados a 36° C por até¢ 5 dias (Colombo et al., 2013; Zheng et al., 2016). Apesar do
isolamento do organismo em hemoculturas ser recomendado para o diagnostico da doenca ainda
¢ pouco sensivel. Estima-se que os sistemas de hemocultura modernos sdo capazes de detectar
agentes causadores de sepse em apenas 35-45% dos casos suspeitos (Clancy; Nguyen, 2013;
Oz et al., 2020). Para a deteccdo do agente, ¢ recomendada a coleta de 20 mL de sangue em
cada frasco de hemocultura antes do inicio da terapia antimicrobiana. Além disso, a detecgao
de Candida spp. nas hemoculturas geralmente ¢ demorada, muitas vezes superior a 24 horas.

Atualmente, existem dois sistemas disponiveis automatizados para a incubacao de

frascos de hemocultura o BD BACTEC®FX 40 e o BACT/ALERT®. O equipamento
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BACT/ALERT® utiliza sensores para avaliar os niveis colorimétricos de CO»; quando esses
niveis estio elevados, indica a positividade do cultivo. J4 o sistema BACTEC® FX 40 monitora
a fluorescéncia a cada dez minutos e a reducao do oxigénio no interior do frasco, indicando o
crescimento microbiano (Pohlman et al., 1995; Laroche; Mercier; Sasso, 2023). Para os
diferentes sistemas de cultivo de hemoculturas citados anterioremente podem ser utilizados
frascos especificos BD BACTEC® Mycosis IC/F Lytic (Myco) e inespecificos BD BACTEC®.
Plus Aerobic/F (Aero), que sao meios liquidos de cultivo contendo polianetol sulfonato de sédio
e caseina, dentre outros componentes. Os frascos de hemocultura Aero contém resina
neutralizadora de antibidticos. Essa caracteristica permite a recuperacdo eficaz de
microrganismos aerobicos, principalmente bacterianos, embora leveduras também possam
crescer. Esses frascos sdo comumente empregados na pratica laboratorial para investigar casos
suspeitos de sepse. Comercialmente disponiveis estdo também os frascos de cultura Myco que
possibilitam melhores condig¢des para o crescimento fingico devido a sua complementagao com
saponina 0,24%, citrato férrico de amonio, cloranfenicol e tobramicina, limitando o crescimento
bacteriano e aumentando assim a capacidade de deteccao de fungos (Jekarl et al., 2012; Xu et
al.,2021).

As hemoculturas positivas em sistemas automatizados devem ser submetidas a
procedimentos sequenciais para identificacdo do agente. Quando blastoconidios e/ou pseudo-
hifas sdo visualizados na microscopia utilizando a técnica de coloragdo de Gram, a amostra ¢
entdo subcultivada em Agar Sabouraud e incubada a 30° C por 24 ou 48 horas, para isolamento
fungico. As espécies de Candida poderao ser identificadas por carateristicas fenotipicas,
incluindo coloragdo da colonia em agar cromogénico, o CHROMagar®Candida (Becton,
Dickinson). Nesse processo, as colOnias interagem com enzimas especificas e substratos
cromogénicos presentes no meio, resultando na producao de pigmentos azuis, verdes e rosas,
que sao distintos para cada espécie de Candida. Essa reagao cromogénica auxilia a identificagao
das diferentes espécies de Candida (Sudham et al., 2016). Outras técnicas utilizadas na
identificacdo de espécies incluem o microcultivo com agar-fuba-Tween 80, testes bioquimicos
de assimilacdo de carboidrato e de nitrogénio (auxonograma) e fermentacdo de agucares em
tubo (zimograma). Testes de producao de enzimas especificas, como de catalase, e a prova do
tubo germinativo, que consiste na utiliza¢cdo de uma suspensdo em tubo com colonia mais soro
humano e incubacdo a 37°C durante 2 a 3 horas, sdo técnicas complementares na identificagdo
das espécies de Candida (Mcginnis, 1980).

Existem também sistemas de identificagao semi-automatizados por equipamentos como

o API®20C AUX, VITEK® 2 (BioMérieux), Phoenix® (Becton Dickinson) e o MicroScan®
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(Beckman Coulter). Esses sistemas utilizam cartdes ou placas contendo uma combinagdo de
resultados bioquimicos. Essa combinacdo de resultados fornece um perfil que pode ser
comparado com perfis conhecidos, permitindo a identificacao precisa das espécies de Candida
(Duran-Valle et al., 2014).

Uma alternativa atual na identificacdo de espécies de Candida é a andlise por
espectrometria de massa por ionizagdo e dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI-TOF
MS). Esta tecnologia ¢ util no diagnostico precoce de candidemia em pacientes de alto risco
(Schelenz et al., 2016; Terrero—Salcedo; Powers—Fletcher, 2020). Apds o crescimento de
Candida spp. em frascos de hemocultura e subcultivo em Agar Sabouraud dextrose, obtém-se
o isolado puro. Uma coldnia isolada ¢ entdo misturada com uma matriz quimica especifica e
colocada em uma placa de MALDI (componente de preparo de amostra). Na sequéncia a
amostra ¢ irradiada com laser, causando a dessorc¢ao e ionizagao das moléculas. Os ions gerados
sdo acelerados através de um campo elétrico em tubo de voo. O tempo que cada ion leva para
atingir o detector ¢ medido, resultando em um espectro de massa especifico o qual é comparado
com uma biblioteca de espectros proteicos de referéncia para identificar a espécie de Candida
com precisdao. O processo € rapido, preciso e eficaz na identificagdo de diferentes espécies de
Candida. O tempo médio para a execugdo deste processo ¢ de aproximadamente 10 minutos
(Tan et al., 2012; Buchan; Ledeboer, 2013).

Biomarcadores estdo disponiveis para diagnostico da candidemia, dentre eles o manano,
que ¢ um polissacarideo, e a B-(1,3)-D-glucano sintase (BDG), ambos presentes na camada
externa de células fungicas. Os ensaios ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sao
empregados para identificar a presenga do antigeno manano, o anticorpo anti-manano e do
BDG. Eles oferecem a vantagem de serem significativamente mais rapidos em comparag¢dao com
culturas fingicas e ndo sdao invasivas, porém tém confiabilidade questionavel em pacientes
imunocomprometidos devido as altas taxas de resultados falso-negativos, devido a resposta
imunoldgica do paciente ser menos robusta (Theel; Doern, 2013; Fang et al., 2023). Pesquisa
conduzida por Pappas et al. (2018) revelou que a detec¢do da BDG no diagnostico de
candidemia ¢ limitado apresentando sensibilidade e especificidade estimadas em 64% e 74%,
respectivamente. Isso porque a BDG ¢ parte integrante da parede celular da Candida spp, mas
também de Aspergillus spp, Pneumocystis jirovecii, Acremonium spp, € outros fungos.

A PCR (Reacdo em Cadeia Polimerase) pode ser empregada no diagnostico rapido e
sensivel da candidemia. Esse teste ¢ util na identificacdo de cepas resistentes aos antifungicos
e de espécies de dificil cultivo. Dentre as tecnologias disponiveis estd a técnica T2Candida que

combina ressonancia e métodos moleculares para diagnéstico de candidemia. Na execugdo do
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teste o sangue total ¢ inserido diretamente em um equipamento automatizado chamado T2Dx
e, por estresse mecanico, lisa as células de Candida (Ahmed et al., 2017). O produto de DNA
¢ amplificado e detectado por um medidor de nanoparticulas, permitindo a identificagdo de
cinco espécies patogénicas de Candida spp. (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, P.
kudriavzevii (C. krusei), N. glabratus (C. glabrata)) em tempo de processamento inferior a 5
horas. T2Candida tem sensibilidade de 91% e especificidade de 94% para candidemia, mas tem
pouca sensibilidade para detectar candidiase sem candidemia (Tang et al., 2019). Um fator
limitante do teste T2Candida ¢ o alto custo e a ocorréncia de resultados falso negativos, uma
vez que seu limite de detec¢do no sangue total ¢ de apenas 1 unidade formadora de colonia/mL
(UFC/mL) (Monday; Acosta; Alangaden, 2021).

Outra técnica ¢ o PCR multiplex (m — PCR) em tempo real que permite a deteccao de
multiplos patogenos em um Unico teste, empregando pares distintos de primers para cada agente
etiologico (Fuchs et al., 2019). Essa tecnologia permite detec¢do rapida de multiplos
organismos incluindo bactérias e patdgenos flingicos como espécies de Candida spp usando um
unico teste. Foi relatado que a sensibilidade e a especificidade do m-PCR variam entre 60% a
100% e 90 a 96%, respectivamente (Fuchs ef al.,2019; Fang et al., 2023). Técnicas moleculares
avancadas de PCR vém sendo estudadas em diferentes formatos, como o polimorfismo de
comprimento de fragmentos de DNA (PCR-RFLP) e testes como de hibridizacdo fluorescente
in situ de acido nucleico peptidico (PNA-FISH). No entanto, a aplicagdo desses testes em
laboratorios hospitalares tem sido limitada pela falta de infraestrutura especializada, altos
custos iniciais, baixa reprodutibilidade e pela complexidade dos testes moleculares (Kim;
Brehm-stecher et al., 2015; Turhan et al., 2017; Fidler et al., 2018).

Entre as véarias abordagens combinadas de PCR que estdo por vir em os diagndsticos
fingicos estdo Sepsis Flow Chip® (Interautomatika) e ePlex® (Roche) (Fang et al., 2023). O
Sepsis Flow Chip® usa PCR multiplex e ponto-blot reverso que utiliza hibridiza¢do de 4cidos
nucleicos que detecta ndo apenas o patdgeno, mas também genes que determinam a presenga
de resisténcia em aproximadamente 40 patdgenos bacterianos e flingicos, entre eles o género
Candida (Galiana et al., 2017). Para hemoculturas positivas, a plataforma de diagndstico
automatizada ePlex® utiliza tecnologia de PCR e detec¢iio eletroquimica com um painel de
identificacdo de patogenos, como o Candida spp., alcancando 100% de concordancia nos
resultados (Tansarli; Chapin, 2022).

Biossensores tém sido utilizados recentemente no diagndstico de candidiase invasiva,
(CI) convertendo processos bioldgicos em sinais mensuraveis com tecnologia point-of-care

(POC). Eles fornecem resultados sensiveis e sdo reconhecidos por seu custo-beneficio,
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portabilidade, rapidez e facilidade de uso (Hussain et al., 2020; Lorenzo—Villegas et al., 2023).
Estao disponiveis no mercado alguns testes de imunoensaio que detectam a BDG, como o
ensaio Fungitell® (Associates of Cape Cod) e Wako® (Fujifilm), mas apenas o ensaio Fungitell®
¢ aprovado pela Food and Drug Administration (FDA). O ensaio Fungitell® tem uma
sensibilidade de 78% e especificidade de 70% em pacientes com candidiase invasiva.
Resultados falsos positivos sdo observados em pacientes em hemodidlise, bacteremia
concomitante ¢ que fazem uso de imunoglobulina (D'ordine et al., 2021). Adicionalmente,
tecnologias como inteligéncia artificial e redes neurais auxiliam na interpretacdo de imagens de
estruturas fingicas microscépicas e andlises histopatoldgicas (Fang et al., 2023; Singla; Kundu;
Dey, 2023). Todavia, desafios como a necessidade de pesquisas complementares, instabilidade
dos componentes bioldgicos nos biossensores, requisitos técnicos especializados e o alto custo

inicial podem restringir a aplicacdo dessas ferramentas no diagnostico de candidemia.

2.5 Tratamento da candidemia
2.5.1 Antifingicos

As classes de antifiingicos utilizadas no tratamento da candidemia diferem quanto ao
mecanismo de acdo, espectro, toxicidade e farmacocinética. Existem 3 classes de antifingicos,
com um total de 8 drogas aprovadas pela FDA: polienos, triaz6is e equinocandinas (Lepak;
Andes, 2015).

O tratamento da candidiase sist€émica se baseia no estado clinico do paciente, a espécie
de Candida isolada e seu perfil de sensibilidade aos antifungicos. Os antifingicos comumente
usados para o tratamento da doenga sdo: a) equinocandinas (caspofungina, anidulafungina,
micafungina ou rezafungina); b) poliénicos (anfotericina B em desoxicolato e formulagdes
lipidicas) e ¢) az6licos (fluconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol). O atendimento a
solicitacdo desses antifungicos decorre do preenchimento da ficha de solicitagdo de
medicamentos antifungicos para tratamento de pacientes com micoses endémicas (de
implantacdo, sistémicas e oportunistas), como a candidiase sist€émicas, além da comprovagao
da infeccao fungica em atividade (diagnostico laboratorial recente) e resultado da sorologia para
PVHIV/aids (Colombo et al., 2013; Pappas et al., 2016; Conitec, 2022).

As equinocandinas inibem a -(1,3)-D-glucano sintase, codificada pela familia de genes
FKS, diminuindo a sintese de B-(1,3)-D-glucano, um dos principais componentes da parede
celular, o que leva a um desequilibrio osmético e, consequentemente, lise celular e morte

fungica (Shields et al., 2015; Bhattacharya; Sae-tia; Fries, 2020). Os efeitos adversos dessa
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classe sdo leves, como febre, flebite na infusdo local e elevacdo transitoria das enzimas
hepaticas. Outros sintomas mediados pela liberacdo de histamina raramente ocorrer, incluindo
erupcao cutanea, inchago facial, prurido, sensagdo de calor e broncoespasmo.

Apesar da indicagdao de equinocandinas como profilaxia e tratamento antifiungico, M.
glabratus (C. glabrata) apresenta maior resisténcia as equinocandinas do que outras espécies
de Candida (1,7-3,5%). Possivelmente devido ao uso preferencial de equinocandinas para o
tratamento dessas infecgdes, incentivado pelo aumento da resisténcia aos az6is nesta espécie,
variando de 5,6% a 15,7% (Pfaller et al., 2019; Tortorano et al., 2021). Fluconazol foi o agente
inicial mais comumente administrado (88,3%), seguida por micafungina (6,2%) e caspofungina
(5,5%) (Zhang et al., 2020). Enquanto a rezafungina tem atividade eficaz semelhante as outras
equinocandinas, contra as espécies de Candida, exceto para C. parapsilosis. Membros do
complexo de espécies C. parapsilosis, tém CIM de equinocandina mais elevado (Garcia-Effron
et al., 2008; Oliva et al., 2023).

Estudo multicéntrico realizado em diversos paises avaliou a eficdcia da anidulafungina
na Cl por C. albicans, N. glabratus (C. glabrata), C. tropicalis, C. parapsilosis € P. kudriavzevii
(C. krusei). Foi constatado que a taxa de sucesso global foi de 76,4% e a taxa de mortalidade
de 19,1% no 28° dia (Kullberg et al., 2017). A adesdo as recomendagdes pela ECMM foi
avaliada pelo estudo observacional desenvolvido em 20 paises da Europa. O tratamento inicial
com equinocandina foi associado a menor mortalidade (de 52% para 42%) e menor tempo de
internagdo hospitalar entre os sobreviventes (14 dias), em comparagdo com outros antifungicos
(Hoenigl et al., 2023).

A classe antifingica dos polienos inclui as apresentagdes de anfotericina B, cujo
mecanismo de a¢ao baseia-se na ligagao da sua por¢ao hidrofébica com ergosterol da membrana
da célula fungica, causando danos oxidativos a célula, sequestro do ergosterol e formagao de
canais transmembrana. Estes danos provocam a despolarizacdo da membrana e um aumento da
permeabilidade da membrana para prétons e cations monovalentes, destruindo sua atividade e
permitindo que contetidos citoplasmaticos extravasem, levando a morte celular (Laniado-
Laborin; Cabrales-Vargas, 2009). Antes de prescrever a anfotericina B, ¢ crucial avaliar seus
potenciais efeitos colaterais, especialmente em relagdo aos disturbios hidroeletroliticos e a
possibilidade de insuficiéncia renal. Além disso, aproximadamente 50% dos pacientes
apresentam toxicidade relacionada com a perfusao, que inclui nduseas, vomitos, febre, arrepios,
calafrios, mialgia, e raramente broncoespasmo e hipoxia (Lepak; Andes, 2011).

No Brasil, a anfotericina B desoxicolato, anfotericina B lipossomal e formulagdo

complexo lipidica da anfotericina B, estdo incorporados no estoque estratégico do Ministério
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da Saude, conforme a Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) de 2022. No
entanto, atualmente, apenas o complexo lipidico de anfotericina B ¢ SUS para o tratamento de
candidiases invasivas em pacientes adultos, conforme a Nota Técnica N°07/2024 do Ministério
da Saude.

Segundo o relatério de medicamentos emitido pela Comissao Nacional de Incorporagao
de Tecnologias no Sistema Unico de Satide (CONITEC) em 2022, a analise da efetividade do
tratamento, medida pela sobrevida, demonstra que o complexo lipidico de anfotericina B ¢ a
op¢ao terapéutica predominante. No entanto, a anidulafungina, um antifingico pertencente as
equinocandinas, apresenta uma melhor relacdo custo-efetividade, com um custo de R$988,26
por sobrevida, em comparacdo com a anfotericina B em desoxicolato que tem um custo
significativamente maior de R$16.359,50 por sobrevida. A estimativa de impacto or¢amentario
decorrente da incorporagdo da anidulafungina para o tratamento de candidiase invasiva e
candidemia em pacientes sintomdticos para infeccao por Candida spp. sugere uma economia
de aproximadamente 148 milhdes de reais em cinco anos, quando comparada a anfotericina B
em desoxicolato. No entanto, a anidulafungina ainda ndo est4 incorporada a lista de medicacdes
estratégicas para o tratamento de candidemia do Ministério da Saude, conforme a RENAME,
publicada em 2022, assim como micafungina e caspofungina.

Os azois sdo farmacos sintéticos amplamente utilizados como antifingicos e atuam
inibindo enzimas oxidativas associados ao citocromo P450, bloqueando a conversdao do
lanosterol em ergosterol. Esse processo resulta no acimulo de esterdis toxicos nas membranas
celulares dos fungos, como o 14a-metilergosta-8,24(28) dienol, além de aumentar os niveis
endogenos de espécies reativas de oxigénio (ROS) componentes que interrompem o
crescimento fungico (Pappas et al., 2016; Bhattacharya; Sae-Tia; Fries, 2020). A primeira
geragao de azois de uso sistémico compreendem os medicamentos miconazol e cetoconazol; a
segunda geragdo compreendem os medicamentos fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol, ravuconazol e, em 2015, o isavuconazol foi incorporado a este grupo (Hadrich et
al., 2018).

No Brasil, da classe dos azo6is, os agentes aprovados para o tratamento de candidemia
sao o fluconazol e o voriconazol (Colombo et al., 2013). O fluconazol ¢ um antiflingico
triazolico bastante tolerante, possui alta biodisponibilidade e penetragdo (Peron et al., 2016).
Esse triazol ¢ de uso parenteral e oral e possui atividade antifungica contra a maioria das
espécies de Candida, exceto P. kudriavzevii (C. krusei), que apresenta resisténcia intrinseca, €
N. glabratus (C. glabrata), que tem menor suscetibilidade ao fluconazol, particularmente

quando isolado de pacientes com exposicao prévia a este antifungico (Charlier ef al., 2006). O
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isavuconazol ¢ outro triazol de amplo espectro recentemente aprovado como antifingico com
excelente atividade in vitro contra espécies de Candida.

O voriconazol tem eficacia frente a maioria das espécies de Candida e representa uma
alternativa terapéutica em isolados de P. kudriavzevii (C. krusei), que sdo intrinsecamente
resistentes ao fluconazol, assim como em isolados de M. guillermondii (C. guillermondii)
resistentes ao fluconazol, equinocandina ou anfotericina B. A prescricdo do voriconazol ¢é
contraindicada durante primeiro trimestre de gravidez devido a anomalias fetais observadas em
animais (Pappas et al., 2016). Enquanto que, para a profilaxia de CI em pacientes com doengas
hematologicas, os antifungicos, posaconazol e voriconazol sdo amplamente recomendados
(Colombo et al., 2017).

Hé outra droga antifungica para CI, chamada fluocitosina (5-FC) ¢ um analogo da
pirimidina que ¢ absorvido por C. albicans e convertido em 5-fluorouracil, que interfere na
sintese de DNA e RNA de fungos, que demonstra ampla atividade antifingica contra espécies
de Candida, com excegdo de P. kudriavzevii (C. krusei). Esta droga est4 disponivel (exceto no
Brasil) apenas em formulagdo oral, e raramente ¢ administrada como agente unico, mas ¢
geralmente combinada com a anfotericina B para pacientes com doengas invasivas, como

endocardite ou meningite por Candida spp. (Pappas et al., 2009).

2.5.2 Estratégias terapéuticas

Além da escolha do farmaco, a precocidade no inicio do tratamento ¢ essencial para um
melhor prognoéstico. Em um estudo retrospectivo realizado nos Estados Unidos, constatou-se
que a taxa de mortalidade atribuida & candidemia foi significativamente menor entre os
pacientes que receberam tratamento antifingico por mais de 7 dias, em comparagdo com
aqueles que ndo receberam o mesmo tratamento (13,5% versus 36%) (Morgan et al., 2005).
Resultados semelhantes em estudo observacional foram encontrados em pacientes que nao
receberam antifungico, onde a taxa de mortalidade em 30 dias foi de 31%. Enquanto que,
pacientes tratados com fluconazol e com equinocandinas a taxa de mortalidade foi de 19% e
23%, respectivamente (Keighley ef al., 2019). A terapia antifungica e a taxa de mortalidade
foram avaliadas em estudo conduzido por Garey et al. (2006). O estudo envolveu 230 pacientes
com suspeita de candidemia que receberam fluconazol como tratamento e verificou-se que a
mortalidade foi de 15,4% quando o tratamento com fluconazol foi iniciado no mesmo dia (dia
0) em que a cultura foi realizada. Por outro lado, quando o fluconazol foi prescrito 24h apds

observou-se que a mortalidade aumentou para 23,7%, 48h para 36,5% e 72h ap6s para 41,4%.
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A Sociedade de Doengas Infecciosas da América (IDSA) e a Sociedade Europeia de
Microbiologia Clinica e Doengas Infecciosas (ESCMID) recomendam equinocandinas como
terapia de primeira linha para o manejo inicial de CI, redugdo escalonada e apos 10 dias de
tratamento intravenoso troca para fluconazol (Yeoh et al., 2018). O fluconazol pode ser
considerado uma terapia alternativa para pacientes que ndo foram expostos a profilaxia com
triazois, especialmente em instituicdes médicas com baixa incidéncia de infec¢des por M.
glabratus (C. glabrata) e P. kudriavzevii (C. krusei). Apds a identificacdo da espécie de
Candida causadora da candidemia, é recomendado um tratamento minimo de 14 dias com
fluconazol (Pappas et al., 2016; Martin-Loeches et al., 2019).

No Brasil, protocolos semelhantes estdo disponiveis para o tratamento de
candidemia/candidiase disseminada. De acordo com a Nota Técnica N°07/2024 do Ministério
da Satde, a anidulafungina ¢ disponibilizada na forma de p¢ liofilizado para solugao injetavel.
Apos diagnodstico confirmado para espécies de Candida sdo prescritos: anidulafungina no 1° dia
endovenosa (EV) (dose de ataque), seguida de dose de manuten¢ao (metade da dosagem inicial)
EV, ou complexo lipidico de anfotericina B ou fluconazol no 1° dia dose de ataque, EV, seguido
de dose de manutencao EV. O fluconazol ndo deve ser utilizado em candidemia de escape apds
profilaxia com fluconazol, ou em pacientes hematologicos ou em pacientes criticos. Pode ser
administrado em terapia sequencial apods identificacdo da espécie e antifungigrama. O tempo
de tratamento deve ser no minimo de 14 dias apds hemocultura negativa e resolu¢do dos
sintomas e colheita sequencial das hemoculturas. J& o tratamento antifingico para candidemia
em prematuros € com anfotericina B em desoxicolato na forma EV ou fluconazol na forma EV.
Nesse mesmo contexto, estudo recomenda que seja coletada a repetigdo da hemocultura no
terceiro e quinto dia apds o inicio do tratamento para avaliar a evolugao do tratamento (Pappas
et al., 2009; Colombo et al., 2013; Antinori et al., 2016).

Conforme os protocolos estabelecidos pelo Ministério da Saude, descritos na Nota
Técnica n°04/2021 da Anvisa, o tratamento de pacientes com candidemia, em casos de
refratariedade as equinocandinas, falta de disponibilidade de outros medicamentos ou
resisténcia a outras drogas, pode incluir uma das formulagdes lipidicas de anfotericina B, que
pode ser o complexo lipidico de anfotericina B (EV) ou anfotericina B lipossomal com
posologia recomendada via EV. Como citado anteriormente, a terapia com anfotericina B
lipossomal ¢ uma opcao de tratamento para candidemias pois tem ampla atividade contra a
maioria dos isolados clinicos de Candida e eficacia comparavel aos equinocandinas. Também
¢ uma alternativa aceitavel as equinocandinas, quando a infec¢do for causada por cepa de

Candida spp. resistentes a equinocandina ou quando nao hé disponibilidade do farmaco. No
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entanto, a anfotericina B lipossomal estd associada a eventos adversos significativos, incluindo
nefrotoxicidade, desequilibrios eletroliticos e reagdes a infusdo, exigindo monitoramento
clinico dos pacientes tratados (Kuse et al., 2007; Pfaller et al., 2011).

De acordo com Colombo et al. (2013), a definicado da melhor estratégia terapé€utica a ser
adotada para pacientes com candidiase hematogénica deve considerar os seguintes aspectos: a
ocorréncia de endoftalmite, osteomielite e endocardite sdo exemplos de condic¢des clinicas para
as quais a terapia antifungica deve ser estendida por periodos de quatro semanas a seis meses;
se for necessaria terapia prolongada, devem ser escolhidos medicamentos orais. Destaca-se que,
pacientes com faléncia de 6rgdos geralmente sdo tratados inicialmente com antifungicos de
acdo rapida, como anidulafungina; enquanto que o fluconazol ¢ reservado para um segundo
evento, quando hd uma resposta clinica inicial e identificacdo das espécies de Candida.
Espécies de Candida nao-albicans podem apresentar menor suscetibilidade ao fluconazol,
necessitando ajuste de dose ou mudanca na medicagdo. A terapia requer monitoramento
rigoroso devido ao risco de insuficiéncia renal aguda, especialmente em pacientes internados
em UTI com disfungdo renal, pacientes idosos e aqueles que recebem outras drogas
nefrotoxicas. Cuidados também sdo requeridos em casos de infecgao disruptiva em pacientes
previamente expostos a regimes de profilaxia antifungica e/ou terapia empirica, pois uma
mudan¢a de classe de antiflingicos terapéutica ¢ indicada até que a espécie de Candida
envolvida e o perfil de suscetibilidade do agente sejam confirmados. Presenca ou auséncia de
cateter venoso em posi¢ao central e a melhora clinica da doenga dependem da gravidade do

paciente, bem como os riscos e beneficios da retirada do dispositivo devem ser avaliados.

2.5.3 Monitoramento da sensibilidade aos antifingicos

Os testes de sensibilidade aos antiflingicos sdo parte fundamental dos procedimentos
laboratoriais para o diagnostico da candidemia. E pelo antifungigrama que é possivel monitorar
e detectar cepas de Candida spp. resistentes. Isso também permite ao clinico que a escolha da
terapia antifungica seja conduzida de maneira segura, precisa e eficaz (Giolo; Inez; Svidzinski,
2010).

Hemoculturas de acompanhamento negativas e confirmag¢ao da suscetibilidade ao
fluconazol do isolado de Candida spp. permitem que o tratamento inicial com equinocandinas,
como abordagem de primeira linha, possa ser transferido com seguranga para fluconazol oral.

Além disso, ¢ necessario que o paciente, ndo neutropénico, esteja clinicamente estavel e capaz
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de tolerar medicamentos orais, critérios essenciais para essa transicdo (Reboli et al., 2007;
Pappas et al., 2007).

O aumento da resisténcia ao fluconazol entre os isolados clinicos de Candida restringiu
significativamente o seu uso como tratamento primario para candidemia em certas regioes. N.
glabratus (N. glabrata), em particular, pode apresentar CIMs mais elevadas e tolerancia ao
fluconazol, com resisténcia emergindo rapidamente durante a terapia (Bennett; [zumikawa;
Marr, 2004; Borst et al., 2005; Pfaller et al., 2019). A erradicacao bem-sucedida de N. glabratus
(C. glabrata) da corrente sanguinea foi associada a uma relagdo dose/CIM de fluconazol de até
16 mg/l (Rosenberg et al., 2018). E importante ressaltar que a resisténcia a esta droga pode
contribuir para taxas mais elevadas de falha clinica em comparagdo com o anidulafungina
(Reboli et al., 2007). Embora o voriconazol oferega um espectro de atividade ampliado, nao ¢
indicado em casos de candidemia por isolados de Candida resistentes a fluconazol devido a
altos niveis de resisténcia cruzada (Pfaller et al., 2019). Além disso, o uso de voriconazol ¢
frequentemente restringido pela farmacocinética ndo linear, necessitando de monitoramento
terapéutico (Nivoix et al., 2008).

Taxas de resisténcia ao fluconazol foram verificadas entre os isolados de C. parapsilosis
5,5% nos Estados Unidos e 3% na Europa. Enquanto nos Estados Unidos a C. tropicalis
apresentou taxas de 11,9% e na Europa de 7,0% (Da Matta; Souza; Colombo, 2017). Estudo
realizado com isolados de 2016 até¢ 2019 na China, constatou que 39,5% dos isolados de C.
tropicalis foram resistentes ao fluconazol (Wang et al., 2021). Outra espécie que tém
apresentado decréscimo na sensibilidade aos antifungicos ¢ M. guillermondii (C.
guillermondii). De acordo com estudos realizados por Tseng et al. (2018) em Taiwan foi
verificado que a suscetibilidade da M. guillermondii (C. guillermondii) aos azolicos e
equinocandinas foi de aproximadamente 80%.

Na América Latina estudo revelou um perfil de baixa resisténcia ao fluconazol, com
taxas de resisténcia de 0,8% entre os isolados de C. albicans, 1,4% entre os isolados de C.
tropicalis e de 1,3% entre os de C. parapsilosis (Pinhati et al., 2016). Em estudo realizado no
Brasil, o perfil de resisténcia em espécies de C. albicans foi avaliado por Castro et al. (2021) e
foi constatada taxa de 4% de resisténcia a anfotericina B, anidulafungina, micafungina e
voriconazol. Em outro estudo brasileiro, foi constatada resisténcia ao fluconazol em Candida
ndo-albicans variando de 6,4% a 50%. Embora o fluconazol seja antifungico mais comumente
utilizado devido a sua baixa toxicidade, alta solubilidade em 4gua e alta biodisponibilidade, a

espécie P. kudriavzevii (C. krusei) apresenta resisténcia intrinseca ao farmaco (Peron et al.,
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2016; Jamiu et al., 2021; Rodrigues et al., 2021). Além disso, a resisténcia ao fluconazol foi
associada a prévia e longa exposi¢do ao voriconazol (Yang; Song; Li, 2021).

A preocupacao com a multirresisténcia da C. auris aos agentes antifungicos triazélicos
e a anfotericina B levou a recomendagdo do uso de equinocandinas como tratamento empirico
antes da disponibilidade de resultados de testes de suscetibilidade especifica (Chowdary; Voss;
Meis, 2016; Bidaud; Chowdhary; Dannaoui, 2018). Por isso, no tratamento da candidemia por

C. auris as equinocandinas sdo a primeira escolha no tratamento (De Almeida et al., 2021).

2.6 Profilaxia

A manifestacao clinica mais comum da candidemia ¢ a presenca de febre refrataria
persistente por pelo menos 4 dias, que nao responde aos antibioticos de amplo espectro. Febre
que pode ter inicio insidioso, sem envolvimento significativo da condi¢do geral, ou pode ser
acompanhada por calafrios, mialgia, hipotensdo, taquicardia e outras evidéncias de sepse
(Dignanni; Solomkin; Anaissie, 2003; Schuster et al., 2008).

O tratamento antifungico profilatico pode ser recomendado com base em escores que
sugerem candidemia. A aplicagdo de modelos de previsdo de risco € o uso de técnicas ndo
baseadas em cultura podem orientar a terapia profilatica e empirica em populacdes especificas
de pacientes. Nas ultimas duas a trés décadas, diversos modelos de predi¢dao de risco foram
desenvolvidos para identificar pacientes de UTI em risco de CI, como o indice de colonizagao,
a regra de predi¢ao clinica de Ostrosky-Zeichner e a pontuacao de Candida (Pittet et al., 1994;
Ostrosky-Zeichner et al., 2011; Ledn et al., 2006). Esses modelos sdo baseados em dados
clinicos e caracteristicas de colonizacdo dos pacientes de UTI. A maioria desses modelos
apresenta um bom valor preditivo negativo (VPN), mas um valor preditivo positivo (VPP)
insatisfatorio, sendo mais uteis para excluir o diagnéstico de CI (Ahmed et al., 2014). Para o
uso das pontuagdes de risco ¢ importante analisar as caracteristicas da populagdo de pacientes
onde foram desenvolvidas e sua reprodutibilidade em outros hospitais, ou seja, a validagao
externa (Hermsen et al., 2011; Ahmed et al., 2017).

Outro escore ¢ APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health Disease
Classification System II), que pontua a presenca e a gravidade da CI com variaveis iguais ou
superiores a 16. As variaveis incluem o uso de antibidticos de amplo espectro, quimioterapia,
evidéncias de colonizagdo da mucosa por Candida spp., pancreatite, cateteres vasculares

(principalmente cateteres venosos centrais), presenca de NTP, neutropenia, terapia de supressao
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imune, cirurgia prévia (especialmente gastrointestinal), insuficiéncia renal ou hemodialise e
internacao prolongada na UTI (especialmente na UTI cirurgica) (Lepak; Andes, 2011).

Leon et al. (2006) também desenvolveram um sistema de pontuagdo, denominado
“Candida score”, uma ferramenta de avaliacdo de fatores preditivos de candidemia. Nesse
estudo foi avaliada a incidéncia de CI entre os pacientes em uma UTI cirurgica com sepse, NTP
e colonizag¢do multifocal por Candida. O valor de um ponto foi atribuido a cada um dos quatro
fatores de risco (coloniza¢ao multifocal: 1 ponto, NTP: 1 ponto, cirurgia prévia: 1 ponto e
presenca de sepse: 2 pontos). Neste estudo foi concluido que, os pacientes com uma pontuacao
superior a 2,5 obtiveram aproximadamente 8 vezes mais probabilidade de ter candidemia do
que os pacientes com pontuagdo de 2,5 ou menos.

A profilaxia também ¢ indicada em pacientes de alto risco na UTI, particularmente
aqueles pods-cirurgia abdominal ou em pacientes com complicagdes como peritonite,
perfuragdes abdominais ou nenhuma causa conhecida de febre. No entanto, se os pacientes
tiverem exposicao recente aos azo6is ou se os dados do hospital local indicarem infecgdes de
Candida spp. resistente aos az6is, um regime de equinocandina € provisoriamente recomendado
(Cornely et al., 2012; Pappas et al., 2016).

O fluconazol previne a CI na terapia de indugao da remissao da leucemia mieloide aguda
ou sindromes mielodisplasicas em pacientes neutropénicos. Também podem ser utilizados
posaconazol e isavuconazol pois oferecem boa tolerdncia e beneficios significativos de
sobrevivéncia contra Candida spp e outros fungos durante a terapia de indugao de remissao. A
forma de comprimido ¢ preferida a suspensao oral devido a melhor biodisponibilidade, mas a
suspensdo ¢ recomendada para pacientes que tém dificuldade de ingestdo. A coadministragdo
de posaconazol no tratamento de CI com outros medicamentos que afetam o citocromo P450
deve ser evitada, pois o antifingico inibe diversas isoformas desse citocromo, o que pode
resultar em interagdes medicamentosas. Essas interagdes podem aumentar os niveis plasmaticos
de medicamentos metabolizados por essa via, podendo causar efeitos colaterais indesejados ou
toxicidade (Halpern et al., 2015; Maertens et al., 2018; Bose et al., 2021).

Em receptores de células-tronco hematopoiéticas, o fluconazol ¢ a droga de escolha para
a profilaxia de CI, enquanto o posaconazol e o voriconazol sdo terapias alternativas (Ullmann
et al., 2007; Cornely et al., 2007). A profilaxia antifungica recomendada para receptores de
transplante de figado e pancreas ¢ fluconazol ou equinocandinas de dois a quatro semanas apds
o transplante (Colombo et al., 2013; Aslam et al, 2019). O voriconazol ¢ indicado em

receptores de figado com fatores de risco especificos (Husain; Camargo, 2019). Enquanto que,
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pacientes tranplantados coragdo, pulmao e intestino delgado, considerando a baixa incidéncia

de CI, a profilaxia antifiingica ndo ¢ recomendada (Colombo et al., 2013; Sprute et al., 2023).
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o aumento da incidéncia de episodios de candidemia em ambientes
hospitalares e sua alta taxa de mortalidade descritos na literatura cientifica, e considerando a
auséncia de registros epidemioldgicos, além da falta de notificagao dos casos de candidemia no
HU-FURG/EBSERH, este trabalho se faz necessario para conhecer os aspectos clinicos-
epidemioldgicos dessa fungemia relacionadas a assisténcia a satde, buscando avaliar seu
impacto local. Esta tese ¢ de extrema relevancia pois o HU-FURG/EBSERH ¢ hospital de
referéncia regional no tratamento dos portadores do HIV e doencas infectocontagiosas, no
acompanhamento de gestantes de alto risco e na realizag¢do de cirurgias de alta complexidade e
traumato-ortopedia, que presta servico ambulatorial e hospitalar aos usuérios da rede SUS do
municipio do Rio Grande e regides circunvizinhas. Ha uma necessidade clara de compilar e
analisar os dados para uma melhor compreensdo da epidemiologia local das candidemias no
HU-FURG/EBSERH, contribuindo para o conhecimento cientifico global de infecc¢des
fungicas invasivas, e principalmente, para adocdo de medidas de prevengdo, tratamento e
controle hospitalar local. Atraso no inicio da adequada farmacoterapia esta correlacionado a um
aumento significativo na taxa de mortalidade. Portanto, a reducao no tempo de diagnostico das
espécies de Candida ¢ fundamental para celeridade no tratamento aos pacientes podendo
contribuir para o sucesso do manejo clinico, a melhoria na sobrevida dos pacientes e no tempo
de internacdo e a reducdo dos custos hospitalares. Para tanto, ¢ crucial o estudo de melhorias

diagnosticas que permitam resultados mais precoces.
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4 OBJETIVOS
4.2 Objetivo geral

Avaliar dados clinicos e epidemioldgicos das candidemias diagnosticadas no Hospital
Universitario Dr. Miguel Riet Corréa Junior (HU-FURG/EBSERH) em um periodo de 5 anos,
e comparar distintos meios de hemocultura no tempo de deteccdo de Candida spp. para o

diagnostico de candidemia.

4.3 Objetivos especificos

e Evidenciar o perfil clinico-epidemiologico dos pacientes, a taxa de mortalidade e as
principais espécies relacionadas aos casos de candidemia no HU-FURG/EBSERH;

e Determinar a prevaléncia total e anual de candidemia em pacientes do HU-
FURG/EBSERH/EBSERH, estimar ¢ comparar a incidéncia da doenca nas distintas
unidades hospitalares;

e Avaliar a taxa de resisténcia dos isolados de Candida aos antifungicos fluconazol,
anfotericina B e micafungina;

e Comparar o tempo de crescimento de espécies de Candida em meios de cultivo especifico

(Myco) e inespecifico (Aero) para o diagnostico de candidemia.
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5 RESULTADOS
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Background: Early diagnosis of candidemia is critical for the correct management
and treatment of patients.

Aims: To test the efficacy of different blood culture bottles in the growth of Candida
strains.

Methods: We compared the performance of BD BACTECTMPlus Aerobic/F (Aero)
culture bottles with the specific BD BACTECTM Mycosis IC/F Lytic (Myco) culture

bottles using the BD BACTECTM FX 40 automated blood culture system to determine
the mean time-to-detection (TTD) in Candida species. One isolate each of six
Candida species was inoculated into blood culture bottles (final concentration, 1-5

CFU rnl_l) and incubated at 37°C until automated growth detection.

Results: Candida albicans and Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) were
detected earlier in the specific culture bottle, whereas Candida tropicalis was detected
earlier in the nonspecific bottle; Candida parapsilosis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei),
and Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii) presented similar TTD in both
bottles.

Conclusions: Our study suggests the suitability of using both bottles in clinical

laboratories for a faster diagnosis and prompt starting of any treatment.
© 2024 Asociacio’ n Espanola de Micologi’a. Published by Elsevier Espan™a, S.L.U. All rights are

reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.
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Estudio experimental de frascos de hemocultivo especificos y no especificos para el diagnostico de
candidemia

RESUMEN




Palabras clave:
Candida albicans
Especies de Candida
Fungemia

Tiempo de deteccion
Diagnostico precoz
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Antecedentes: El diagnostico precoz de la candidemia es fundamental para el
correcto manejo y tratamiento de los pacientes.

Objetivos: Comprobar la eficacia de diferentes frascos de hemocultivo en el
crecimiento de cepas de Candida.

Métodos: Comparamos el rendimiento de los frascos de cultivo BD BACTECTM Plus
Aerobic/F (Aero) con los frascos de cultivo BD BACTECTM Mycosis IC/F Lytic
(Myco) especificos utilizando el sistema automatizado de hemocultivo BD BACTECTM

FX 40 para determinar la media de tiempo de deteccion (TTD) de especies de Candida.
Se inoculd un aislamiento de cada una de seis especies de Candida en los frascos de

hemocultivo (concentracién final, 1-5 CFU/ml_l) y se incubaron a 37 °C hasta la
deteccion automatica del crecimiento.
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Resultados: Candida albicans y Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) se detectaron antes en el
frasco de cultivo especifico, mientras que Candida tropicalis se detecté antes en el frasco no
especifico; Candida parapsilosis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) y Meyerozyma guilliermondii
(Candida guilliermondii) presentaron TTD similares en ambas botellas.
Conclusiones: Nuestro estudio sugiere el uso simultaneo de ambos frascos en los laboratorios
clinicos para un diagnostico mas rapido y un inicio inmediato del tratamiento.

© 2024 Asociacion Espan~ola de Micologi a. Publicado por Elsevier Espan™a, S.L.U. Sereservan

todos los derechos, incluidos los de mineri’a de texto y datos, entrenamiento de [A y
tecnologi’as similares.




Candida species are the fourth most common
cause of bloodstream infections. Candidemia
usually occurs in a healthcare setting and
results in a high morbidity and mortality (up
to 40%) of hospitalized patients.!”-192 The
most common species causing candidemia are
Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida

tropicalis, Nakaseomyces glabratus (Candida
glabrata), Pichia kudriavzevii (Candida krusei) and
Meyerozyma guilliermondii (Candida

guilliermondii). 104

Risk factors for acquiring candidemia are
long periods of hospitalization in intensive
care units (ICU), exposure to broad-spectrum
antibiotics, use of artificial devices (central
venous catheter, intravascular lines,
prosthetics, and implantable cardiac devices),
abdominal viscus loss of integrity, and
abdominal  surgery.!3.10.14 Furthermore,
Candida infections often occur in patients
with malignancies, immune compromise, or
diabetes mellitus.20:2

In view of the severity of candidemia with
high mortality of patients, an early
diagnosis is the key to a better outcome.!2
The “gold standard” test for diagnosing
candidemia is blood culture. Automated
systems achieve higher rates of sensitiv-
ity, and are time-saving.® Since bacterial or
fungal agents can cause sepsis, culture
bottles are designed to grow a spectrum of

these microorganisms. BD BACTECTM
Plus Aerobic/F (Becton Dickinson, New
Jersey, United States - USA) is designed to
grow aerobic microorganisms, mostly
bacterial, although yeasts can also grow,

whereas BD BACTECTM Mycosis IC/F
Lytic (Becton Dickinson, New Jersey,
USA) is designed more specifically for
fungal growth due to its complementation
with saponin 0.24% (blood lysing agent),
ferric ammonium citrate, chloramphenicol
and tobramycin (Becton Dickinson, New
Jersey, USA), limiting bacterial growth and
thus increasing the capacity for fungal
detection.”-18
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Since an early diagnosis of candidemia is
correlated with more favorable outcomes and
reduction in the total cost of hospitalization, we
studied the efficiency of a blood culture
method specific to fungi, and compared the
results to those obtained with the non- specific
bottle. We compared the performance of BD

BACTECTM  Plus Aerobic/F with the BD
BACTECTM  Mycosis IC/F Lytic culture

bottle, using the automated BD BACTECTM
FX 40 blood culture system in vitro to evaluate
the speed of detection of Candida species.

Material and methods

Isolates from six species of Candida,
representing the most common species
encountered in blood cultures [C. albicans
(number M7122), C. parapsilosis (number
M6993), C. tropicalis (number M8459), N.
glabratus (C. glabrata) (number M6674), P.
kudriavzevii (C. krusei) (number M6666) and M.

guilliermondii  (C.  guilliermondii)  (number
M7757)], from the fungal collection of the
Mycology Laboratory (Faculdade de Medicina
— FAMED/Universidade Federal do Rio
Grande — FURG) were studied. All the isolates
included (one for each species) were
previously retrieved from their frozen stocks,
subcultured on Sabouraud dextrose agar
(SDA) plates, and colonies were identified
using matrix assisted laser desorption
ionization-time-of-flight-mass  spectrometry
(MALDI-TOF-MS, Bruker Corporation™,
Billerica, Massachusetts, USA, database flex
control version 3.4).

A yeast inoculum from young colonies was
standardized (two days on Sabouraud agar at

25°C) wusing a spectrophotometer (K37-
UVVIS, KASVI, Sao José dos Pinhais, Brazil)

(530 nm), according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute document
M27-ED4,! and serial dilutions in sterile

saline solution to achieve a concentration of
5-25 colony forming units (CFU) per ml were



made. The inoculum concentration of all
species was confirmed by plating 0.5 ml
from the final solution onto Sabouraud
dextrose agar plates (KASVI) that were
incubated at 35 “C until growth for CFU
counting.

An aliquot of 0.5 ml of the
standardized inoculum (5-25 CFU ml") of
each Candida species was added to 2 ml of
fresh uninfected whole blood samples
(from healthy volunteers), resulting in a final
concentration of 1-5 CFU ml'. After
homogenization, 1 ml of the experimentally
infected blood was immediately inoculated
into BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic
(Myco), and another 1 ml into the BD
BACTEC™ Plus Aerobic/F culture (Aero)
bottles. The bottles were incubated in the
BACTEC™ FX40 at 37 -C, with continuous
agitation until growth was detected. The time
necessary to the BACTEC™ sensor to detect
growth was analyzed, and an aliquot of 0.1
ml was spread on CHROMagar™ Candida
Agar (DIFCO, Michigan, USA), incubated at
35 -C for 48 h, and resubmitted to MALDI-
TOF-MS to confirm that the growth detected
was pure and and corresponded to the
Candida species added, wvalidating the
experiment. All assays were performed in

biological duplicates through two
independent experiments performed on
different days.

The time to detection (TTD) for each
Candida species was regis- tered through the
BD System BACTEC™ FX 40 equipment,
and the mean from both experiments was
calculated. The results obtained with both the
BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic (Myco)
and BD BACTEC™ Plus Aerobic/F (Aero)
culture incubation system were compared
using the Student’s ¢ test with SPSS 25.0™
software (IBM, Chicago, USA). p-Values
<0.05 were considered statistically signif-
icant.

Results

Candida was detected in all the blood
samples experimentally infected in less than
45 h of incubation in both culture bottles

(Myco and Aero). There were no
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significant differences in TTD results
between the duplicate experiments (Table

1.

A significant decrease in TTD was
observed in the Myco bottle when compared
with the Aero bottle in the case of blood
samples infected with C. albicans (mean of 27 h
versus mean of 43 h; p = 0.02) and with M.
glabratus (26 h versus 48 h; p=0.018). The
TTD of C. parapsilosis, M. guilliermondii and P.
kudriavzevii was similar in both culture bottles (p
>0.05), whereas the growth of C. tropicalis was
detecte earlier (p = 0.014) in the Aero culture
than in the Myco one (mean of 21 h versus 36 h)
(Fig. 1).
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Table 1

Time-to-detection (TTD) in hours obtained from two blood cultures each of Candida
albicans, Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata), Candida parapsilosis, ~ Meyerozyma
guilliermondii (Candida guilliermondii), Pichia kudriavzevii (Candida krusei), and Candida tropicalis
in BD BACTEC M Plus Aerobic/F (Aero) or BD BACTECT™ Mycosis IC/F Lytic (Myco)
bottles.

Species Acero bottle (TTD [h]) Myco bottle (TTD

[hD
Assay 1 Assay2 x_ Assay 1 Assay 2 x_

Candida albicans 41. 44.50 43. 28. 25.68 27.04
80 19 40

Nakaseomyces glabratus 43. 42.05 42. 25. 27.55 26.43
80 09 30

Candida parapsilosis 32. 33.50 33. 29. 29.55 29.69
68 09 83

Meyerozyma guilliermondii 29, 28.35 28. 30. 28.00 29.00
10 73 00

Pichia kudriavzevii 22. 20.50 21. 23. 23.30 23.43
30 40 55

Candida tropicalis 21. 20.40 20. 34. 37.50 35.75
13 77 00

X : mean value.

Time to detection (TTD)

50—~ = *
UL e AERO/F
45+
{ * — = MYCOF
40+
2 351 .
- 30+ i - i
254 -
204 L »
15 I ] 1 1 1 ]
& & © @ & ©
‘d"'a(\ \,5»\5 %) é\\e"\ Doe’\ § &P 'Q.“}\\
& &é" S & & & ¢
¥ RO ™ Wt o
(SRS § W o N
v
<
Species

Fig. 1. Mean of time-to-detection (TTD) in hours of Candida albicans, Nakaseomyces glabratus
(Candida glabrata), Candida parapsilosis, Meyerozyma guilliermondii (Can- dida guilliermondii),

Pichia kudriavzevii (Candida krusei) and Candida tropicalis in BD BACTECTM Plus Aerobic/F

(Aero) and BD BACTECT Mycosis IC/F Lytic (Myco) bottles. C. albicans and N. glabratus
were detecte earlier in the Myco bottles than in the Aero bottles, p = 0.02 and p = 0.018,
respectively. TTD of C. parapsilosis, M. guilliermondi and P. kudriavzevii was similar in both
bottles (» =0.3; p=0.8 and p=0.16, respectively). C. tropicalis was detecte earlier in the
Aecro bottles (p =0.014). *Statistical difference.

Discussion

Our study showed significant differences
in the TTD when comparing the growth of
several Candida species from blood exper-
imentally infected in specific (Myco) and
nonspecific (Aero) blood culture bottles.
These differences in detection
between bottles could directly impact the
patient’s outcome, since a delay of 2448 h
in the diagnosis increases the mortality rate
almost 100% (23.6-41.4%).2

yeast

In our study, C. albicans was detected ~17
h earlier in the specific bottle for fungal blood
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culture, which is consistent with the findings of
Nawrot et al.,' who reported a similar TTD
(14.6 h) for C. albicans, a time that was shorter
as well than the TTD obtained with the
nonspecific bottles. Similarly, N. glabratus
was detected 21.8 h earlier approximately
using the specific culture bottles, and this
finding aligns with the results reported by
Posteraro et al.,!> who described a similar
TTD of 14 h for this species.

This difference between the two bottles
may be attributed to the presence of saponins
in the Myco bottles, which enhances yeast
recovery due to Dblood |lysis and,
consequently, accelerates fungal detection.
Moreover, the presence of ferric ammonium
citrate in the Myco bottles provides an iron
source for fungi, and the medium includes
carbohydrate and/or protein sources as well
(according to Becton Dickinson, New Jersey,
USA) to accelerate yeast growth.3:6



Many hospitals do not have access to or
do not use the specific blood culture bottle
for growing fungi in routine clinical
diagnosis. Considering the difference (TTD)
found in our study among Candida species, a
local evaluation of the epidemiology in each
center is necessary to analyze the cost benefit
of using both bottles. In addition, a factor that
should also be considered is the volume of
blood that is required for inoculating two
bottles, particularly an issue in neonatal
ICUs, considering the difficulty of obtaining
sufficient blood from neonatal patients.

C. tropicalis was detecte approximately 15
h later in the specific blood bottles in our
study, in agreement with previously reported
data (16.3 h later) by Jekarl et al.ZOn the other
hand, C. albicans (the agent of ~50% of
candidemia cases in Brazil),? plus the second
most prevalent agent among Candida related
species, N. glabratus, were detected
significantly earlier in the fungal specific
bottle. The probable impact in reducing
mortality rates may justify the importance of
using both bottles (Aero and Myco) routinely
in the hospital.

This would improve the diagnosis of
candidemia and allow a more rapid clinical
intervention, resulting in a favorable
outcome of the patients. The usage of both
bottles would also lead to a shorter period of
hospital and,
reduction in the cost of hospitalization, off
setting any increased diagnostic laboratory
costs. A limitation of our study was the use
of a less-than-minimum volume (3 ml) of
blood sample than that suggested by was
manufacturers; however, we tried to
reproduce the usual situation encountered
with blood samples from patients in
neonatal ICU. Another limitation was
testing only one isolate for each species;
thus, we suggest including more isolates
per species in future studies, considering
the biological differences that clinical
strains can present. Further studies should
also evaluate the time-of-detection of mixed

stay consequently, a
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species of Candida, as well as mixed bacteria
and Candida, using the Aero and Myco
bottles, to simulate mixed infections.
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ABSTRACT

Invasive bloodstream infection caused by Candida spp. poses a significant global health with
high mortality rates. Here we described a five-year retrospective study conducted at a tertiary
hospital in Southern Brazil (HU-FURG/EBSERH, Rio Grande, Rio Grande do Sul) aiming to
add clinical-epidemiological data on candidemia and susceptibility profile of the isolates in this
region. During January 2019 to December 2023 a total of 44 patients, 26 adults, 15 neonates
and 3 pediatrics, were diagnosed with candidemia in our hospital being included in this study.
Candida species overall prevalence accounted for 4.5% of all sepsis causative agents in our
hospital (44/971). The overall incidence was 2.2 cases per 1,000 hospitalizations. However,
discriminating by unit of hospitalization, this rate was up to 26 per 1,000 in the neonatal
(intensive care unit) ICU, followed by 13 per 1,000 patients in the adult ICU. Mortality rate
was up to 92% in adult ICU patients, followed by 40% in the neonatal ICU. C. albicans was
the most prevalent specie (56.8%) and C. parapsilosis the main non-albicans specie (29.5%).
Resistance to at least one of the three antifungal classes tested was detected in 15.3% of the
isolates. The study underscores the high impact of candidemia in ICU settings of a tertiary
hospital from southern Brazil, emphasizing the importance of a better awareness and
surveillance to improve the diagnosis, control, prevention and antifungal resistance aiming to
reduce the incidence and mortality rates.

Keywords: Candida spp.. Epidemiology. Fungemia. Blood culture. Antifungal resistance.

INTRODUCTION

Candidemia is an invasive bloodstream infection that affects predominantly critically ill

patients, being the main hospital-acquired invasive fungal infection (IFI).!* Risk factors
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includes a high range of conditions, highlighting hospitalization in intensive care units (ICU),
total parenteral nutrition (TPN), chemotherapy, broad-spectrum antibiotic therapy, abdominal
surgery, use of medical devices (central venous catheters, intravascular lines, prostheses, and
other implantable devices), neutropenia, and extreme ages (prematurity or elderly with
advanced age).>*

Although candidemia is an important Healthcare-Associated Infection (HAI), given the
non-compulsory notification of the cases and the difficulties regarding its diagnosis, the real
impact of this disease is not precisely known. An estimative global incidence of candidemia
ranges from 0.33 to 6.51 episodes per 1,000 admissions with an associated mortality of up to
60%.%>678 In Brazil, Giacomazzi et al. estimated the occurrence of 29.000 new episodes of
candidemia per year’.

C. albicans is the most common species, representing about 50% of cases.!”
Additionally, there is a growing concern regarding the rising incidence of invasive infections
caused by non-albicans Candida (NAC) species, including C. parapsilosis, C. tropicalis,
Nakaseomyces glabratus (former C. glabrata), Pichia kudriavzevii (former C. krusei) and
Meyerozyma guilliermondii (former C. guilliermondii).'"'> Species distribution can range
among geographic regions, type of ICU (adult or neonatal), host conditions, antifungal
prophylaxis, and the resources for HAI prevention.!3!%13

Given the emergence of NAC as multidrug-resistant species and outbreak agents, in
addition to the global prevalence of C. albicans and the severity of infections caused by these
pathogens, the World Health Organization has classified C. albicans, C. auris, C. parapsilosis
and C. tropicalis as critical/high-priority pathogens.'® Thus, taking into consideration the world
impact of candidemia, the lack of data regarding this IFI in the southern most state of Brazil, in
addition to the importance of epidemiological studies to add global data, we aimed to evaluate
clinical-epidemiological data of candidemia and susceptibility profile of the isolates during five

years in a tertiary hospital in a southern region of Rio Grande do Sul, Brazil.

METHODS

A retrospective study was carried out in the Hospital Universitario Dr. Miguel Riet
Correa Jr., (HU) of the Universidade Federal do Rio Grande (FURG) and of Empresa
Brasileira de Servigos Hospitalares (EBSERH) (Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brazil). HU-
FURG/EBSERH is all integrated into the Unified Health System (SUS), with 213 beds, being
06 adults ICU and 10 neonatal ICU (NICU) beds. It is a reference health center in the medium
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and high complexity care for over 22 cities from the 7th Regional Health Coordination of
Southern Brazil.

All patients with positive peripheral blood cultures for Candida spp. during January
2019 to December 2023 were included in this study. Patients with a new episode of candidemia
(defined as a positive peripheral blood culture result for Candida spp. 30 days after the primary
diagnosis) also were included. Patients who had incomplete medical records were excluded.
Blood cultures were analyzed through the automated system BD BACTEC™ FX 40 (BD
Diagnostics, Sparks, USA). Sequentially, isolates were purified in Sabouraud Agar (KASVI,
Sao José dos Pinhais, Brazil) and CHROMagar™ Candida (DIFCO, Michigan, USA), and
subsequently confirmed by protein profile using Matrix Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (Bruker Corporation™, Billerica,
Massachusetts, USA, database flex control version 3.4). Susceptibility profile of the clinical
isolates to Fluconazole, Amphotericin B and Micafungin was evaluated according to the M27-
A2 CLSI protocol’.

We analyzed database from the hospital for clinical-epidemiological data, including sex,
age, hospital unit, comorbidities, and hospitalization period until the candidemia diagnosis,
Candida species, use of broad-spectrum antibiotics and/or steroids, use of antifungals,
mechanical ventilation, presence of central venous access, history of recent abdominal surgery,
use of total parenteral nutrition, thrombocytopenia, and clinical outcome of hospitalization. In
addition, from patients in the neonatal ICU (NICU), gestational age [extremely premature (<
28 weeks), very premature (28 to < 32 weeks), moderate to late premature (32 to < 37 weeks)
and term (=37 weeks)] and birth weight [extremely low weight (<1,000 grams), very low weight
(1,000 to <1,500 grams), low weight (1,500 to < 2,500 grams) and appropriate (>2,500 grams)]
were evaluated.

Data were analyzed using the SPSS 24.0 software package (SPSS, Chicago, IL, USA),
by descriptive frequency and measures of central tendency. Overall and annual prevalence rates
was calculated, as well as the incidence rate of candidemia per 1,000 hospitalizations (overall
rate and according to the hospitalization unit). The impact of risk factors, treatment and
causative specie on the outcome of NICU patients was analyzed using the Chi-square test.

Statistical significance was defined when p < 0.05.
RESULTS

During the five-year study 44 patients were diagnosed with candidemia at the HU-
FURG/EBSERH. The median number of cases was 8.8 cases/year, ranging from 1 to up to 16,
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and corresponding to prevalence rates ranging from 0.74% to 7.1% according to the year of the
study (Figure 1). Candida species overall prevalence accounted for 4.5% of all sepsis causative

agents identified in our hospital (44/971).
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Figure 1. Non-linear annual distribution of candidemia patients (number of cases and
prevalence rate) diagnosed during a five-year study conducted at the HU-FURG/EBSERH.

From the 44 candidemia cases 26 occurred in adult, 15 in neonates and 3 in pediatric
patients. Regarding hospitalization units: 15 (34.1%) patients were from neonatal ICU; 14
(31.8%) from adult clinic and 12 (27.3%) from adult ICU; two (4.5%) from pediatric clinic and
one (2.3%) from pediatric ICU (Table 1).

The total number of hospitalizations in the period of the study at HU-FURG/EBSERH
was 19,802 resulting in an overall incidence of candidemia of 2.2 cases per 1,000
hospitalizations. According with the hospital unit of origin, this rate was much higher in the
neonatal ICU, representing 26 cases per 1,000 hospitalizations, and in the adult ICU (13 per
1,000 hospitalizations). At the pediatric and adult clinic units, the incidence was one case per

1,000 hospitalizations.

Candidemia in Adult Patients

Considering all adults diagnosed with candidemia (n=26) (from adult ICU and adult
clinic unit) the age of patients ranged from 16 to 83 years old (median: 46 years old), and 53%
percent (14/26) were male. All patients had at least one comorbidity, including kidney failure
(50%; 13/26) systemic arterial hypertension (38%; 10/26), neoplasm (31%; 8/26), coronavirus
disease (23%; 6/26), diabetes mellitus, human immunodeficiency virus (HIV) infection,

pulmonary tuberculosis (19% each; 5/26), anemia, chronic obstructive pulmonary disease,
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cerebral ischemia (15% each; 4/26), autoimmune diseases, infection due to hepatitis C virus
(11% each; 3/26), thyroid dysfunction, kidney transplant and neurotoxoplasmosis (4%; 1/26),
and were exposed to distinct risk factors (Table 1).

The mean period of hospitalization until the candidemia diagnosis was 21 days, ranging
from 4 to 127 days. The average hospitalization period between diagnosis and outcome was
29.3 days (ranging from 17 to 169 days). C. albicans was the etiological agent of 61.5% (16/26)
of cases, followed by C. parapsilosis (15.4%; 4/26). N. glabratus (former C. glabrata), M.
guilliermondii (former C. guilliermondii), C. tropicalis, P. kudriavzevii (former C. krusei), and
C. duobushaemulonii corresponded to one case each (4%). One case was caused by a non-
albicans specie that could not be confirmed by MALDI-ToF, being described as Candida sp.
(non-albicans) (Table 1).

Data on antifungal treatment and outcomes were available for 96.1% (25/26) of the adult
patients. Treatment with Fluconazole and/or Amphotericin B was used in 13 patients, being the
antifungal therapy used for less than 14 days after the diagnosis confirmation in 54% (7/13)
(Table 1). The overall mortality rate of adult patients with candidemia was 64% (16/25), being
92% (11/12) in the adult ICU and 36% (5/14) in the adult clinic unit (p=0.02). Among the
deceased patients, 56% (9/16) did not receive antifungal treatment and 19% (3/16) had received
the antifungal therapy for less than 14 days. Mechanical ventilation and thrombocytopenia were

associated with the outcome death (p=0.002).

Candidemia in Neonate patients

All neonate patients with candidemia (n=15) were hospitalized at the NICU, with age
ranging from 14 to 150 days old (median: 46 days old), being 53% (8/15) male (Table 1). All
patients had comorbidities, such as respiratory discomfort syndrome (53%; 8/15), neonatal
jaundice (13%; 2/15), renal injury, gastroschisis, esophageal atresia, necrotizing enterocolitis,
and hypothyroidism (7%; one case each) and were exposed to well-known risk factors for
candidemia, including extreme prematurity and extreme low weight (Table 1 and 2).

The mean period of hospitalization until the diagnosis of candidemia was 21 days, ranging
from 9 to 117 days. The average hospitalization period from diagnosis to outcome was 40 days
(ranging from 0 to 117 days). C. albicans was the causative agent of 60% (9/15) of the cases
and C. parapsilosis of the other 40% (6/15) (Table 1). All patients used antifungal treatment,
Fluconazole or Amphotericin B for a mean period of 16 days (ranging from six to 40 days).
The outcome of patients was death in 40% (6/15) of cases. All patients who used antifungal
treatment for less than 14 days died (p=0.02). According to the causative specie, mortality rate
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was 55.5% in C. albicans (5/9) infections and 16.7% in C. parapsilosis (1/6) infections (Table
1 and 2).

Candidemia in Pediatric patients

The three pediatric patients diagnosed with candidemia, hospitalized in the pediatric
ICU or pediatric clinic unit, aged 6 months, 4 and 10 years old, and the majority were female
(66%; 2/3). Predisposing factors included broad-spectrum antibiotics (3/3), central venous
access (3/3), recent abdominal surgery (2/3), use of total parenteral nutrition (2/3), and
mechanical ventilation (1/3) (Table 1).

The period between hospitalization and candidemia diagnosis was 47 days (ranging
from 19 to 79 days) and C. parapsilosis was the etiological agent of all cases. The child with 4
years old had clinical improvement and recovery from the infection without treatment
description in the hospital database; the other one was recovery and discharged from the
hospital after treatment with Amphotericin B and Fluconazole for 14 days, and one patient was
lost in the follow up (transferred to another hospital) (Table 1).
Table 1. Clinical-epidemiological data of 44 patients with candidemia at the University

Hospital Dr. Miguel Riet Corréa Jr. (HU-FURG/EBSERH, Rio Grande, Brazil, RS), 2019-
2023.

Hospital care units

Variables (Egﬁ) Adults (n=26) Tﬁ:‘l‘gal Pediatric (n=3)
Sex n (%) n (%) n (%) n (%)
Male 23 (52.3) 14 (53.8) 8(53.3) 1(33.3)
Female 21 (47.7) 12 (46.2) 7 (46.7) 2 (66.7)
Risk factors/Clinical n (%) n (%) n (%) n (%)
Use of broad-spectrum antibiotics 44 (100) 26 (100) 15(100) 3 (100)
Central venous access 42 (95.5) 24 (92.3) 15 (100) 3 (100)
Mechanical ventilation 28 (63.6) 13 (50) 14 (93.3) 1(33.3)
Use of steroids 26 (59.1) 20 (76.9) 6 (40) 0
Use of total parenteral nutrition 22 (50) 5(11.5) 15 (100) 2 (66.7)
Recent abdominal surgery 17 (38.6) 11 (42.3) 4(26.7) 2 (66.7)
Thrombocytopenia 21 (47.7) 10 (38.5) 10 (66.7) 1(33.3)
Recurrent fever 11 (25) 7 (26.9) 3 (20) 1(33.3)
Antifungal treatment n (%) n (%) n (%) n (%)
Yes 29 (69) 13 (52) 15 (100) 1 (50)
No 13 (31) 12 (48) 0 1 (50)
Missing n=2 n=1 n=0 n=1
Duration of antifungal treatment n (%) n (%) n (%) n (%)
< 14 days 10 (34.5) 7 (53.8) 3 (20) 0
> 14 days 19 (65.5) 6 (46.2) 12 (80) 1 (100)
Causative specie n (%) n (%) n (%) n (%)
Candida albicans 25 (56.8) 16 (61.5) 9 (60) 0

C. parapsilosis 13 (29.5) 4(15.4) 6 (40) 3 (100)
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Nakaseomyces glabratus 1(2.3) 1 (3.85) 0 0

Meyerozyma guilliermondii 1(2.3) 1(3.85) 0 0

C. tropicalis 1(2.3) 1 (3.85) 0 0

Pichia kudriavzevii 1(2.3) 1 (3.85) 0 0

C. duobushaemulonii 1(2.3) 1 (3.85) 0 0

C. non-albicans (unindentified) 1(2.3) 1 (3.85) 0 0
Outcome n (%) n (%) n (%) n (%)

Death 22 (52.4) 16 (64) 6 (40) 0

Clinical Improvement 20 (47.6) 9 (36) 9 (60) 2 (100)

Missing n=2 n=1 n=0 n=1

Table 2. Impact of risk factors, treatment and causative specie on the outcome of 15 patients
with candidemia in neonatal intensive care unit at the University Hospital Dr. Miguel Riet
Corréa Jr. (HU-FURG/EBSERH, Rio Grande, Brazil, RS) 2019-2023.

Clinical
. Death .
Variable (n=6) improvement p-value*
(n=9)
Candida Specie n (%) n (%) 0.287
Candida albicans (n=9) 5(55.5) 4 (44.5)
C. parapsilosis (n=6) 1(16.7) 5(83.3)
Duration of antifungal treatment n (%) n (%) 0.024*
< 14 days (n=3) 3 (100) 0
> 14 days (n=12) 3 (25) 9(75)
Thrombocytopenia n (%) n (%) 0.469
Yes (n=10) 5 (50) 5(50)
No (n=5) 1 (20) 4 (80)
Gestational age n (%) n (%) 0.549
Extremely premature (< 28w) (n=8) 4 (50) 4 (50)
Very premature (28 to < 32w) (n=3) 0 3 (100)
Moderate to late premature (32 to < 37w) (n=3) 2 (66.6) 1(33.4)
Term (= 37w) (n=1) 0 1 (100)
Weight of birth n (%) n (%) 0.912
Extremely low weight (< 1,000g) (n=9) 4 (44.4) 5(55.6)
Very low weight (=1,000 to < 1,500g) (n=3) 1(33.3) 2 (66.7)
Low weight (>1,500 to < 2,500g) (n=3) 1(33.3) 2 (66.7)

(*) Chi-square test. Statistical significance was defined when p < 0.05.

In vitro antifungal susceptibility assay was performed in 39 from the 44 Candida spp.
isolates, showing 15.4% of resistance to at least one of the three antifungals. Values of
minimum inhibitory concentration (MIC) and susceptibility pattern of the isolates are described

in Table 3.
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Table 3. Antifungal susceptibility test results of 39 isolates of Candida spp. from a five-year

study conducted at a tertiary hospital from Southern Brazil.

Species / Antifungal Fluconazole Amphotericin B Micafungin
agent MIC Resistance S-DD MIC Resistance MIC Resistance
(ugm | N%) | N©) | (ug/m) | N@%) | (ugmb | N%)
C. albicans (n=21) 1->64 1(5.0) 2(9.52) | 0.25-1 0 0.03-1.0 0
C. parapsilosis (n=12) 1->64 1(8.3) 0 0.25-1 0 0.03>8 1(8.3)
C. tropicalis (n=2) 2-8 0 0 0.25-1 0 0.03>8 1 (50)
Pichia kudriavzevii >64 1 (100) 0 0.5 0 0.125 0
(n=1)
M. guilliermondii (n=1) 4 0 0 0.5 0 0.5 0
Nakaseomyces 16 0 1 (100) 0.5 0 0.03 0
glabratus (n=1)
C. duobushaemulloni 8 0 0 2 1 (100) 0.06 0
(n=1)

MIC: Minimum Inhibitory Concentration. S-DD: Susceptible-Dose Dependent

DISCUSSION

Our study is pioneer in describing clinical-epidemiological data of candidemia in a
tertiary hospital (HU-FURG/EBSERH) known as a reference center for 22 cities in a Southern
most region of Brazil. The study reveals the impact of this infection, especially in critically ill
patients. Although our general incidence was 2.2 cases per 1,000 hospitalizations, higher rates
were described in our ICUs, representing up to 26 cases per 1,000 hospitalizations in the NICU
and 13/1,000 patients in the adult ICU. These rates are much higher than the incidence reported
globally which ranges from 0.33 to 6.51 cases per 1,000 hospitalizations.>*”8 All patients
diagnosed with candidemia had well-known risk factors, commonly reported in the scientific
literature,'®1%2° highlighting the use of broad-spectrum antibiotics, mechanical ventilation,
total parenteral nutrition (TPN), prematurity in neonates and central venous/umbilical catheters.
In addition, our data reinforce that thrombocytopenia is an important prognostic marker for
adults in ICUs, being related to outcome death (p=0.002), as previously reported.!®->*2!

Only 65% of our patients used antifungal treatment according to the guidelines

14222324 at least 14 days after a negative blood culture, and the mortality rate

recommendation,
ranged from 40% in neonatal ICU to up to 92% in adult ICU, reflecting the severity of the
condition in these units, being similar to even higher than rates described in other Brazilian

studies.>*** It’s important to highlight that a correct antifungal therapy started within 24 hours
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of the onset of shock reduces the mortality,’! as well as receiving antifungal treatment for at
least 14 days following the first negative blood culture.*

C. albicans was the most prevalent specie, followed by C. parapsilosis as the main non-
albicans specie in agreement with global epidemiology,” C. parapsilosis is frequently
implicated in HAIL and infect patients by healthcare professionals or medical devices,
particularly in settings such as intensive care units and during invasive procedures. Its
propensity to form biofilms on medical devices not only enhances its persistence but also
contributes to resistance against antifungal treatments, posing challenges in therapeutic
management and resulting in adverse patient outcomes.?%*’

While the majority of isolates showed susceptibility, we also identified instances of
resistance and dose-dependent susceptibility. A resistance rate of 15.4% (6/39) to at least one
of the three antifungals tested (fluconazole, amphotericin B, micafungin) is slightly higher than
other studies conducted in Brazil and mainly in developed countries 23336, The increasing trend
of resistance among Candida species is concerning.>?* Furthermore, drug resistance is
associated with overall mortality.>*

In conclusion, this study highlights the severe impact of candidemia in ICU patients,
with high mortality rates observed mechanical ventilation and thrombocytopenia were an
important aspect of the outcome. Effective management strategies, including increased clinical
suspicion of candidemia and adherence to antifungal treatment guidelines, are essential to
reduce the burden of candidemia-related mortality. Therefore, effective prevention strategies
must include rigorous education of healthcare staff on infection control protocols, proactive
surveillance for early case detection, and prudent use of antifungal agents the risks of

healthcare-associated candidemia and ultimately enhance patient care and safety. 227>

Acknowledgments

The authors are grateful to Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), to Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), to
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS) and to Clinical
Laboratory (HU-FURG/EBSERH).



65

DECLARATIONS

Funding

Not applicable.

Conflict of Interest

All authors declare that they have no conflicts of interest pertaining to this work.
Ethics Approval

This study was approved by the Research Ethics Committee of Universidade Federal do Rio
Grande by number 53413821.8.0000.5324.

REFERENCES

1. Falcone M, Tiseo G, Tascini C, Russo A, Sozio E, Raponi G, et al. Assessment of risk factors
for candidemia in non-neutropenic patients hospitalized in Internal Medicine wards: A
multicenter study. Eur J Intern Med. 2017 Jun; 41:33-8.

2. Colombo AL, Cortes JA, Zurita J, Guzman-Blanco M, Alvarado Matute T, de Queiroz Telles
F, et al. Candida and invasive mould diseases in non-neutropenic critically ill patients and
patients with haematological cancer. Lancet Infect Dis. 2017 Nov;17(11): e344-e356.

3. Puig-Asensio M, Peman J, Zaragoza R, Garnacho-Montero J, Martin-Mazuelos E, Cuenca-
Estrella M, et al. Epidemiology and predictive factors for early and late mortality in Candida
bloodstream infections: A population-based surveillance in Spain. Clin Microbiol Infect. 2014
Apr;20(4): O245-54.

4. Barchiesi F, Orsetti E, Gesuita R, Skrami E, Manso E, Candidemia Study Group. Candidemia
in the elderly: What does it change? PLoS One. 2017 May; 12(5):e0176576.

5. Colombo AL, Nucci M, Park BJ, Nouér SA, Arthington-Skaggs B, da Matta DA, Warnock
D, Morgan J; Brazilian Network Candidemia Study. Epidemiology of candidemia in Brazil: a
nationwide sentinel surveillance of candidemia in eleven medical centers. J Clin Microbiol.
2006 Aug; 44(8):2816-23.

6. Nucci M, Queiroz-Telles F, Alvarado-Matute T, Tiraboschi IN, Cortes J, Zurita J, et al.
Epidemiology of candidemia in Latin America: A laboratory-based survey. PLoS One. 2013
Mar 28; 8(3):¢59373.

7. Chakrabarti A, Sood P, Rudramurthy SM, Chen S, Kaur H, Capoor M, et al. Incidence,
characteristics and outcome of ICU-acquired candidemia in India. Intensive Care Med. 2015
Feb; 41(2):285-95.



66

8. Bassetti M, Giacobbe DR, Vena A, Trucchi C, Ansaldi F, Antonelli M, et al. Incidence and
outcome of invasive candidiasis in intensive care units (icus) in Europe: Results of the
eucandicu project. Crit Care. 2019 Jun 14; 23(1):237.

9. Giacomazzi J, Baethgen L, Carneiro L C, Millington M A, Denning D W, Colombo, A. L.
(2015). The burden of serious human fungal infections in Brazil. Mycoses. 2015 Oct;
59(3):145-150.

10. Zuo XS, Liu Y, Hu K. Epidemiology and risk factors of candidemia due to Candida
parapsilosis in an intensive care unit. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2021 Mar 24; 63:e20.

11. Rodrigues DK, Silva EM, Pavan C, Pranchevicius MCS, Costa SF. Antifungal susceptibility
profile of Candida clinical isolates from 22 hospitals of Sao Paulo State, Brazil. Braz J] Med
Biol Res. 2021 Jun;54(9).

12. Garcia-Salazar E, Acosta-Altamirano G, Betancourt-Cisneros P, Reyes-Montes MDR,
Rosas-De-Paz E, Duarte-Escalante E, et al. Detection and Molecular Identification of Eight
Candida Species in Clinical Samples by Simplex PCR. Microorganisms. 2022;10(Supl. 2): 374.

13. Pfaller MA, Diekema DJ, Turnidge JD, Castanheira M, Jones RN. Isavuconazole,
micafungin, and 8 comparator antifungal agents susceptibility profiles for common and
uncommon opportunistic fungi collected in 2013: Temporal analysis of antifungal drug

resistance using CLSI species-specific clinical breakpoints and proposed epidemiological
cutoff values. Diagn Microbiol Infect Dis. 2015 Apr; 82(4):303-13.

14. Pappas PG, Kauffman CA, Andes DR, Clancy CJ, Marr KA, Ostrosky-Zeichner L, et al.
Clinical Practice Guideline for the Management of Candidiasis: 2016 Update by the Infectious
Diseases Society of America. Clin Infect Dis. 2016 Feb 15;62(4):e1-e50.

15. Lortholary O, Renaudat C, Sitbon K, Madec Y, Denoeud-Ndam L, Wolff M, et al. The risk
and clinical outcome of candidemia depending on underlying malignancy. Intensive Care Med.
2017 May; 43(5):652-62.

16. Casalini G, Giacomelli A, Antinori S. The WHO fungal priority pathogens list: a crucial
reappraisal to review the prioritisation. Lancet Microbe. 2024 April; 5(7): 717-24.

17. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Reference method for
broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts. Approved standard — second edition
M27-A2. Wayne: National Committee for Clinical Laboratory Standards; 2002.

18. Poissy J, Damonti L, Bignon A, Khanna N, Von Dach E, Boggian K, et al. Risk factors for
candidemia: A prospective matched case-control study. Crit Care. 2020 Mar 10;24(1):109.



67

19. Zhang W, Song X, Wu H, Zheng R. Epidemiology, risk factors and outcomes of Candida
albicans vs. non-albicans candidaemia in adult patients in Northeast China. Epidemiol Infect.
2019 Jul;147:€277.

20. Rodrigues LS, Ramos LR, Amaral CC, Gomes FA, Silva RR, Rodrigues F, et al. Invasive
candidiasis: Risk factor for mortality in a pediatric tertiary care hospital in south of Brazil.
Medicine (Baltimore). 2019 Jun;98(23):¢15933.

21. Medeiros MAP, Melo APV, Bento AdO, Souza LBFC, Neto FAB, Garcia JB-L, et al.
Epidemiology and prognostic factors of nosocomial candidemia in Northeast Brazil: A six year
retrospective study. PLoS One. 2019 Aug 14;14(8):¢0221033.

22. Colombo AL, Guimaraes T, Camargo LF, Richtmann R, Queiroz-Telles F, Salles MJ, et al.
Brazilian guidelines for the management of candidiasis - a joint meeting report of three medical
societies: Sociedade Brasileira de Infectologia, Sociedade Paulista de Infectologia and
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. Braz J Infect Dis. 2013 May-Jun;17(3):283-312.

23. Antinori S, Milazzo L, Sollima S. Candidemia and invasive candidiasis in adults: A
narrative review. Eur J Intern Med. 2016 May;34:21-8.

24. Brasil. Ministério da Saude. Nota Técnica GVIMS/GGTES/ANVISA n° 04 publicado em
14 de junho de 2021. Apresenta orientagdes para vigilancia, identificagdo, prevencao e controle
de infecgdes flngicas invasivas em servigos de satide no contexto da pandemia da COVID-19.
Brasilia: Ministério da Satde, 2021. Disponivel em: https://www.gov.br/anvisa/pt-
br/centraisdeconteudo/publicacoes/servicosdesaude/notas-tecnicas/notas-tecnicas-
vigentes/nota-tecnica-04-2021-infeccoes-fungicas-e-covid19.pdf/view. Acesso em: 20 may.
2024.

25. Raindrop MC, Prakash A, Miltiades J, Sharma C, Chowdhury A. European candidaemia is
characterised by notable differential epidemiology and susceptibility pattern: Results from the
ECMM Candida 111 study. J Infect. 2023 Nov;87(5):428-437.

26. Asogan M, Kim HY, Kidd S, Alastruey-Izquierdo A, Govender NP, Dao A, et al. Candida
parapsilosis: A systematic review to inform the World Health Organization fungal priority
pathogens list. Med Mycol. 2024 Jun 27;62(6):myad131.

27. Pristov KE, Ghannoum MA. Resistance of Candida to azoles and echinocandins worldwide.
Clin Microbiol Infect. 2019 Jul;25(7):792-798.

28. Colombo AL, Nucci M, Park BJ, Nouér SA, Arthington-Skaggs B, da Matta DA, Warnock
D, Morgan J; Brazilian Network Candidemia Study. Epidemiology of candidemia in Brazil: a
nationwide sentinel surveillance of candidemia in eleven medicais centers. J Clin Microbiol.
2006 Aug;44(8):2816-23.



68

29. Doi AM, Pignatari AC, Edmond MB, Marra AR, Camargo LF, Siqueira RA, da Mota VP,
Colombo AL. Epidemiology and Microbiologic Characterization of Nosocomial Candidemia
from a Brazilian National Surveillance Program. PLoS One. 2016 Jan 25;11(1):e0146909.

30. Braga PR, Cruz IL, Ortiz I, Barreiros G, Nouér SA, Nucci M. Secular trends of candidemia
at a Brazilian tertiary care teaching hospital. Braz J Infect Dis. 2018 Jul-Aug;22(4):273-277.
doi: 10.1016/j.bjid.2018.07.008. Epub 2018 Aug 16. PMID: 30118654; PMCID:
PM(C9427822.

31. Kollef M, Micek S, Hampton N, Doherty JA, Kumar A. Septic shock attributed to Candida
infection: importance of empiric therapy and source control. Clin Infect Dis. 2012
Jun;54(12):1739-46.

32. Araujo JM, de Almeida Junior JN, Magri MMC, Costa SF, Guimardes T. Guideline
Adherence and Outcomes of Patients with Candidemia in Brazil. J Fungi (Basel). 2024 Apr
12;10(4):282.

33. Cleveland AA, Farley MM, Harrison LH, Stein B, Hollick R, Lockhart SR, Magill SS,
Derado G, Park BJ, Chiller TM. Changes in incidence and antifungal drug resistance in

candidemia: results from population-based laboratory surveillance in Atlanta and Baltimore,
2008-2011. Clin Infect Dis. 2012 Nov 15;55(10):1352-61.

34. Salmanton-Garcia J, Cornely OA, Stemler J, Bara¢ A, Steinmann J, Sivakova A, Akalin
EH, Arikan-Akdagli S, Loughlin L, Toscano C, Narayanan M, Rogers B, Willinger B, Akyol
D, Roilides E, Lagrou K, Mikulska M, Denis B, Ponscarme D, Scharmann U, Azap A, Lockhart
D, Bicanic T, Kron F, Erben N, Rautemaa-Richardson R, Goodman AL, Garcia-Vidal C, Lass-
Florl C, Gangneux JP, Taramasso L, Ruiz M, Schick Y, Van Wijngaerden E, Milacek C,
Giacobbe DR, Logan C, Rooney E, Gori A, Akova M, Bassetti M, Hoenigl M, Koehler P.
Attributable mortality of candidemia - Results from the ECMM Candida III multinational
European Observational Cohort Study. J Infect. 2024 Sep;89(3):106229.

35. Gold JAW, Seagle EE, Nadle J, Barter DM, Czaja CA, Johnston H, Farley MM, Thomas S,
Harrison LH, Fischer J, Pattee B, Mody RK, Phipps EC, Davis SS, Tesini BL, Zhang AY,
Markus TM, Schaffner W, Lockhart SR, Vallabhaneni S, Jackson BR, Lyman M. Treatment
Practices for Adults With Candidemia at 9 Active Surveillance Sites-United States, 2017-2018.
Clin Infect Dis. 2021 Nov 2;73(9):1609-1616.

36. Marcos-Zambrano LJ, Escribano P, Sanchez C, Mufioz P, Bouza E, Guinea J. Antifungal
resistance to fluconazole and echinocandins is not emerging in yeast isolates causing fungemia
in a Spanish tertiary care center. Antimicrob Agents Chemother. 2014 Aug;58(8):4565-72.



69

6 CONCLUSOES

A partir dos 44 casos de candidemia diagnosticados no HU-FURG/EBSERH nos 5 anos
do estudo, evidenciou-se que a populacao adulta acometida apresentava mediana de 46 anos de
idade e sem predilegdo por género; enquanto que a infantil se caracterizou principalmente por
neonatos na UTI, com mediana de idade de 46 dias. A taxa de mortalidade geral foi de 52,4%,
porém com discrepancia de acordo com a unidade hospitalar de internacdo, chegando a 92%
em pacientes na UTI adulto. A espécie C. albicans foi o agente etiologico de cerca da metade
dos casos; e entre as espécies ndo-albicans, destacou-se a C. parapsilosis.

A prevaléncia geral de candidemia correspondeu a 4,5% durante os 5 anos de estudo,
variando de 0,74% a 7,1% no decorrer dos anos. A incidéncia geral de candidemia no HU-
FURG/EBSERH foi de 2,2 casos a cada 1.000 hospitalizagdes. No entanto variou
significativamente de acordo com a unidade de origem, sendo de 26/1.000 hospitalizagdes na
UTI neonatal, 13/1.000 internagdes na UTI geral e 1 a cada 1.000 interna¢des nas unidades de
clinica pediatrica e clinica médica.

A maioria dos isolados tenha apresentado suscetibilidade, foram identificamos casos de
resisténcia e suscetibilidade dependente da dose. A taxa de resisténcia em pelo menos um dos
trés antifungicos testados (fluconazol, anfotericina B e micafungina) foi de 15,4% (6/39),
superando os valores encontrados em outros estudos realizados no Brasil, especialmente em
paises desenvolvidos. As espécies C. albicans e C. parapsilosis apresentaram taxa de
resisténcia ao fluconazol de 5% e 8,0%, respectivamente. Esses dados ressaltam a importancia
da vigilancia continua da resisténcia antiflingica para otimizar o tratamento da candidemia e a
conduta clinica, especialmente em ambientes de cuidados intensivos.

Duas principais espécies causadoras de candidemia, C. albicans e N. glabratus (C.
glabrata), foram detectadas em 18-22h mais precocemente quando frascos especificos para
fungos (Myco) foram utilizados em comparagdo com o frasco inespecifico. Esses achados
sugerem que a implementagdo do frasco especifico para fungos na rotina diagnostica por
hemoculturas pode reduzir significativamente o tempo de deteccao de espécies de Candida e

contribuir para um melhor progndstico de paciente neonatos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo revelou a prevaléncia e incidéncia da candidemia no HU-FURG/EBSERH,

apresentando dados epidemiologicos, clinicos e laboratoriais. Foi apresentado o perfil de
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resisténcia das espécies investigadas de Candida aos antifungicos em pacientes do HU-
FURG/EBSERH. Contribuiu para consolidar os métodos diagnodsticos e/ou demonstrar o
potencial de ganho com a implementacdo de métodos de maior precocidade no nosso meio.
Este projeto pioneiro representa um avango no entendimento do impacto local da candidemia,
em um hospital onde esses dados clinico-epidemiologicos sdo ainda desconhecidos, com a
possibilidade de propor politicas de preven¢do, rastreio e diagnostico precoce do patdgeno,
permitir o desenvolvimento de diretrizes clinicas e terapéuticas que poderao modificar a
evolugdo da doenca e reduzir as taxas de mortalidade e os custos hospitalares de pacientes do

HU-FURG/EBSERH.
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Background: Early diagnosis of candidemia is critical for the correct management and treatment of
patients.
Aims: To test the efficacy of different blood culture bottles in the growth of Candida strains.
Methods: We compared the performance of BD BACTEC™ Plus Aerobic/F (Aero) culture bottles with the
specific BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic (Myco) culture bottles using the BD BACTEC™ FX 40 automated
blood culture system to determine the mean time-to-detection (TTD) in Candida species. One isolate each
of six Candida species was inoculated into blood culture bottles (final concentration, 1-5 CFUml-') and
incubated at 37-C until automated growth detection.
Results: Candida albicans and Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) were detected earlier in the
specific culture bottle, whereas Candida tropicalis was detected earlier in the nonspecific bottle; Candida
parapsilosis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei), and Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii)
presented similar TTD in both bottles.
Conclusions: Our study suggests the suitability of using both bottles in clinical laboratories for a faster
diagnosis and prompt starting of any treatment.

© 2024 Asociacion Espahnola de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights are
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Estudio experimental de frascos de hemocultivo especificos y no especificos
para el diagnéstico de candidemia

RESUMEN

Palabras clave:
Candida albicans
Especies de Candida
Fungemia

Tiempo de deteccién
Diagnéstico precoz
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Antecedentes: El diagnoéstico precoz de la candidemia es fundamental para el correcto manejo y
tratamiento de los pacientes.

Objetivos: Comprobar la eficacia de diferentes frascos de hemocultivo en el crecimiento de cepas de
Candida.

Métodos: Comparamos el rendimiento de los frascosde cultivo BD BACTEC™ Plus Aerobic/F(Aero) con los
frascos de cultivo BD BACTEC™ Mycosis [C[F Lytic (Myco) especificos utilizando el sistema automatizado
de hemocultivo BD BACTEC™ FX40 paradeterminar lamediadetiempo de deteccién (TTD) de especiesde
Candida. Se inoculd un aislamiento de cada una de seis especies de Candida en los frascos de hemocultivo
(concentracion final, 1-5 CFUmI-')y se incubaron a 37 -C hasta la deteccién automatica del crecimiento.
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Resultados: Candida albicans y Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) se detectaron antes en el frasco
de cultivo especifico, mientras que Candida tropicalis se detectd antes en el frasco no especifico; Can-
dida parapsilosis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei)y Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii)
presentaron TTD similares en ambas botellas.
Conclusiones: Nuestro estudio sugiere el uso simultineo de ambos frascos en los laboratorios clinicos para
un diagnéstico mas rdpido y un inicio inmediato del tratamiento.
© 2024 Asociacién Espanola de Micolog{a. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Se reservan todos los
derechos, incluidos los de mineria de texto y datos, entrenamiento de 1A y tecnologias similares.

Candida species are the fourth most common cause of blood-
stream infections. Candidemia usually occurs in a healthcare
setting and results in a high morbidity and mortality (up to 40%)
of hospitalized patients.’”'* The most common species caus-
ing candidemia are Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata), Pichia kudri-
avzevii (Candida krusei) and Meyerozyma guilliermondii (Candida
guilliermondii).'®*

Risk factors for acquiring candidemia are long periods of hospi-
talization inintensive care units (ICU), exposure to broad-spectrum
antibiotics, use of artificial devices (central venous catheter,
intravascular lines, prosthetics, implantable cardiac devices),
abdominal viscus loss of integrity, and abdominal surgery."* 0.4
Furthermore, Candida infections often occur in patients with malig-
nancies, immune compromise, or diabetes mellitus.?*?

In view of the severity of candidemia with high mortality of
patients, an early diagnosis is the key to a better outcome.'”
The “gold standard" test for diagnosing candidemia is blood
culture, Automated systems achieve higher rates of sensitiv-
ity, and are time-saving.® Since bacterial or fungal agents can
cause sepsis, culture bottles are designed to grow a spectrum
of these microorganisms. BD BACTEC™ Plus Aerobic/F (Becton
Dickinson, New Jersey, United States - USA) is designed to grow
aerobic microorganisms, mostly bacterial, although yeasts can
also grow, whereas BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic (Becton
Dickinson, New Jersey, USA) is designed more specifically for
fungal growth due to its complementation with saponin 0.24%
(blood lysing agent), ferric ammonium citrate, chloramphenicol
and tobramycin (Becton Dickinson, New Jersey, USA), limiting
bacterial growth and thus increasing the capacity for fungal
detection.”'®

Since an early diagnosis of candidemia is correlated with more
favorable outcomes and reduction in the total cost of hospitaliza-
tion, we studied the efficiency of a blood culture method specific to
fungi, and compared the results to those obtained with the non-
specific bottle, We compared the performance of BD BACTECT™™
Plus Aerobic/F with the BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic culture
bottle, using the automated BD BACTEC™ FX 40 blood culture
system in vitro to evaluate the speed of detection of Candida
species.

Material and methods

Isolates from six species of Candida, representing the most
common species encountered in blood cultures [C. albicans (num-
ber M7122), C. parapsilosis (number M6993), C. tropicalis (number
M8459), N. glabratus (C. glabrata) (number M6674), P. kudriavzevii
(C. krusei) (number M6666) and M. guilliermondii (C. guilliermondii)
(number M7757)], from the fungal collection of the Mycology Lab-
oratory (Faculdade de Medicina - FAMED/Universidade Federal
do Rio Grande - FURG) were studied. All the isolates included
(one for each species) were previously retrieved from their frozen
stocks, subcultured on Sabouraud dextrose agar (SDA) plates,
and colonies were identified using matrix-assisted laser desorp-
tion ionization-time-of-flight-mass spectrometry (MALDI-TOF-MS,

Bruker Corporation®, Billerica, Massachusetts, USA, database flex
control version 3.4).

A yeast inoculum from young colonies was standardized (two
days on Sabouraud agar at 25°C) using a spectrophotometer (K37-
UWVIS, KASVI, Sao José dos Pinhais, Brazil) (530nm), according to
the Clinical and Laboratory Standards Institute document M27-
ED4,' and serial dilutions in sterile saline solution to achieve a
concentration of 5-25 colony forming units (CFU) per ml were
made. The inoculum concentration of all species was confirmed
by plating 0.5 ml from the final solution onto Sabouraud dextrose
agar plates (KASVI) that were incubated at 35°C until growth for
CFU counting.

An aliquot of 0.5ml of the standardized inoculum
(5-25CFUmI-!) of each Candida species was added to 2ml of
fresh uninfected whole blood samples (from healthy volun-
teers), resulting in a final concentration of 1-5CFUmI-'. After
homogenization, 1 ml of the experimentally infected blood was
immediately inoculated into BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic
(Myco), and another 1 ml into the BD BACTEC™ Plus Aerobic/F
culture (Aero) bottles. The bottles were incubated in the BACTEC™
FX40 at 37 °C, with continuous agitation until growth was detected.
The time necessary to the BACTEC™ sensor to detect growth was
analyzed, and an aliquot of 0.1 ml was spread on CHROMagar™
Candida Agar (DIFCO, Michigan, USA), incubated at 35°C for 48 h,
and resubmitted to MALDI-TOF-MS to confirm that the growth
detected was pure and corresponded to the Candida species added,
validating the experiment. All assays were performed in biological
duplicates through two independent experiments performed on
different days.

The time-to-detection (TTD) for each Candida species was regis-
tered through the BD System BACTEC™ FX 40 equipment, and the
mean from both experiments was calculated. The results obtained
with both the BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic (Myco) and BD
BACTEC™ Plus Aerobic/F (Aero) culture incubation system were
compared using the Student’s t test with SPSS 25.0% software (1BM,
Chicago, USA). p-Values =0.05 were considered statistically signif-
icant.

Results

Candida was detected in all the blood samples experimentally
infected inless than45 hofincubation in both culture bottles (Myco
and Aero). There were no significant differences in TTD results
between the duplicate experiments (Table 1).

A significant decrease in TTD was observed in the Myco bottle
when compared with the Aero bottle in the case of blood samples
infected with C. albicans (mean of 27 h versus mean of 43 h; p=0.02)
and with N. glabratus (26 h versus 48h; p=0.018). The TTD of
C. parapsilosis, M. guilliermondii and P. kudriavzevii was similar in
both culture bottles (p>0.05), whereas the growth of C. tropicalis
was detected earlier (p=0.014) in the Aero culture than in the Myco
one {mean of 21 h versus 36 h) (Fig. 1).
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Table 1

Time-to-detection (TTD) in hours obtained from two blood cultures each of
Candida albicans, Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata), Candida parapsilosis,
Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii), Pichia kudriavzevii (Candida kru-
sei), and Candida tropicalis in BD BACTEC™ Plus Aerobic/F (Aero) or BD BACTEC™
Mycosis IC/F Lytic (Myco) bottles.

Species Aero bottle (TTD [h]) Myco bottle (TTD [h])
Assay 1 Assay2 X Assay 1 Assay 2 X
Candida albicans 4180 4450 43.19 2840 2568 2704
Nakaseomyrces glabratus 4380 4205 4209 2530 2755 2643
Candida parapsilosis 3268 3350 33.09 2983 2955 29.69
Meyerozyma guilliermondii 2910 2835 2873 3000 2800 29.00
Pichia kudriavzevii 2230 2050 2140 2355 2330 2343
Candida tropicalis 21.13 2040 2077 3400 3750 3575

X : mean value.

Time to detection (TTD)
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Fig. 1. Mean of time-to-detection (TTD) in hours of Candida albicans, Nakaseomyces
glabratus (Candida glabrata), Candida parapsilosis, Meyerozyma guilliermondii (Can-
dida guilliermondii), Pichia kudriavzevii (Candida krusei) and Candida tropicalis in BD
BACTEC™ Plus Aerabic/F (Aero)and BD BACTEC™ Mycosis IC/F Lytic (Myco) bottles.
C. albicans and N. glabratus were detected earlier in the Myco bottles than in the Aero
bottles, p=0.02 and p=0.018, respectively. TTD of C. parapsilosis, M. guilliermondiand
P. kudrigvzevii was similar in both bottles (p=0.3; p=0.8 and p=0.16, respectively).
C. tropicalis was detected earlier inthe Aero bottles (p=0.014). "Statistical difference.

Discussion

Our study showed significant differences in the TTD when
comparing the growth of several Candida species from blood exper-
imentally infected in specific (Myco) and nonspecific (Aero) blood
culture bottles. These differences in yeast detection between bot-
tles could directly impact the patient’s outcome, since a delay of
24-48 h in the diagnosis increases the mortality rate almost 100%
(23.6-41.4%)°

In our study, C albicans was detected ~17 h earlier in the spe-
cific bottle for fungal blood culture, which is consistent with the
findings of Nawrot et al.,' ' who reported a similar TTD (14.6 h) for
C. albicans, a time that was shorter as well than the TTD obtained
with the nonspecific bottles. Similarly, N. glabratus was detected
21.8h earlier approximately using the specific culture bottles, and
this finding aligns with the results reported by Posteraro et al.,'*
who described a similar TTD of 14 h for this species.

This difference between the two bottles may be attributed to the
presence of saponins in the Myco bottles, which enhances yeast
recovery due to blood lysis and, consequently, accelerates fungal
detection. Moreover, the presence of ferric ammonium citrate in
the Myco bottles provides an ironsource for fungi, and the medium
includes carbohydrate and/or protein sources as well (according to
Becton Dickinson, New Jersey, USA) to accelerate yeast growth.®0

Revista Iberoamericana de Micologia xxx (xxxx) xxc-xxx

Many hospitals do not have access to or do not use the specific
blood culture bottle for growing fungi in routine clinical diagnosis.
Considering the difference (TTD) found in our study among Candida
species, alocal evaluation of the epidemiology in each center is nec-
essary to analyze the cost-benefit of using both bottles. In addition,
afactor that should also be considered is the volume of blood that is
required for inoculating two bottles, particularly an issue in neona-
talICUs, considering the difficulty of obtaining sufficient blood from
neonatal patients.

C. tropicalis was detected approximately 15 h later in the specific
blood bottles in our study, in agreement with previously reported
data (16.3 h later) by Jekarl et al.” On the other hand, C. albicans (the
agent of ~50% of candidemia cases in Brazil),” plus the second most
prevalent agent among Candida-related species, N. glabratus, were
detected significantly earlier in the fungal-specific bottle. The prob-
able impact in reducing mortality rates may justify the importance
of using both bottles (Aero and Myco) routinely in the hospital.

This would improve the diagnosis of candidemia and allow a
more rapid clinical intervention, resulting in a favorable outcome
ofthe patients. The usage of both bottleswould alsolead toa shorter
period of hospital stay and, consequently, a reduction in the cost
of hospitalization, off setting any increased diagnostic laboratory
costs. A limitation of our study was the use of a less-than-minimum
volume (3 ml) of blood sample than that suggested by the man-
ufacturers; however, we tried to reproduce the usual situation
encountered with blood samples from patients in neonatal ICU.
Another limitation was testing only one isolate for each species;
thus, we suggestincluding more isolates per species in future stud-
ies, considering the biological differences that clinical strains can
present. Further studies should also evaluate the time-of-detection
of mixed species of Candida, as well as mixed bacteria and Candida,
using the Aero and Myco bottles, to simulate mixed infections.
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A banca examinadora, designada pela Portaria n2 1812/2024 de nove de agosto de
dois mil e vinte e quatro, em sessdo presidida e registrada pela orientadora, Profa. Dra.
Melissa Orzechowski Xavier, reuniu-se no dia dezoito de outubro de dois mil e vinte e
guatro, as 14:00 horas, por meio de videoconferéncia

(https://us02web.zoom.us/i/9913821830?

pwd=Qkg2cnBDAGNyWkoxN2hWTTIYRkZLQT 09&0mn=82060807522), para avaliar a

Tese de Doutorado do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, intitulada:
“Perfil clinico-epidemioldgico e diagndstico de candidemia em Hospital Universitario
do Extremo Sul do Brasil” do(a) doutorando(a) Leandre Carmem Wilot. Para o inicio
dos trabalhos, o Senhor Presidente procedeu a abertura oficial da sessdo, com a
apresentacdao dos membros da banca examinadora. A seguir, prestou esclarecimentos
sobre a dinamica de funcionamento da sessdo, concedendo o tempo de até 50
(cinquenta) minutos para a apresentacao da tese pela doutoranda(o), que iniciou as
_14 horas e terminou as _17_horas e _20_ minutos. Apds a apresentacao, passou a
palavra aos membros da banca examinadora, para que procedessem a arguigdo e
apresentassem suas criticas e sugestées. Ao término dessa etapa de avaliagdo, de
acordo com os membros da banca examinadora, a tese de doutorado avaliada foi

_APROVADA__.
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